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DESCRIGAO DO PRODUTO
O acido araquidonico € uma preparagao liofilizada de araquidonato de sédio. A concentragdo de
trabalho do reagente é 5 mg/mL.

UTILIZAGAO PREVISTA
O reagente do acido araquidénico é para uso rotineiro na demonstragao da resposta de ativagéo
do tromboxano A2 em amostras de plasma rico em plaquetas.

PRINCIPIO

O acido araquidonico € um acido gordo presente nos granulos e nas membranas das plaque-

tas humanas. ' E liberto dos fosfolipidios e, na presenga da enzima ciclo-oxigenase, incorpora
oxigénio para formar o endoperoxido prostaglandina G2 (PGG2). A PGG2 ¢ entdo rapidamente
transformada em prostaglandina H2 (PGH2) que por sua vez é convertida em tromboxano A2 , um
potente indutor de agregagao plaquetaria. A ingestéo de aspirina ou compostos que contém aspir-
ina inibe o consumo de oxigénio mediado pela ciclo-oxigenase, impedindo assim todos os eventos
subsequentes que levam a agregagéo plaquetaria.® "%

A adicédo in vitro de acido araquidonico ao plasma normal rico em plaquetas resulta num aumento
subito no consumo de oxigénio, formagéo de tromboxano e agregagéo plaquetaria.’ No entanto,
na presenca de aspirina ou compostos que contém aspirina, estas reacdes estao ausentes.'?
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PRECAUGOES
0 é4cido araquidénico DESTINA-SE APENAS A USO PROFISSIONAL EM LABORATORIO, APE-
NAS PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO E NAO SE DESTINAA INJEGCAO OU INGESTAO.

NOTA PARA O UTILIZADOR: Qualquer incidente grave que ocorra em relagéo a este dispositi-
vo deve ser comunicado ao fabricante e a autoridade competente do Estado Membro em que o
utilizador e/ou o paciente esta estabelecido.

MATERIAIS FORNECIDOS
Acido araquidénico, 3 X 0,5 mL. Armazenar a 2° a 8° C antes da reconstituigao.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

Agregometro de plaquetas

Agua purificada (destilada, deionizada ou grau de reagente), pH 5,3 - 7,2
Pipetadores (volumes de 0,4 mL e 0,05 mL)

Barras de agitagdo descartaveis

Cubetas de agregémetros
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INSTRUMENTAGAO
O acido araquidonico funcionara como descrito quando usado na maioria dos agregémetros de
plaquetas 6ticos.! Siga as instrugdes do fabricante para operar o agregémetro em uso.

COLHEITA DE AMOSTRAS E PREPARAGAO DA AMOSTRA DE TESTE
Consulte a atual Diretriz Aprovada NCCLS H21 A2 para obter instrugées detalhadas sobre a
colheita de amostras e preparagdo de amostras.®

1. PREPARAGAO DO PACIENTE:

Os pacientes devem abster-se de tomar aspirina ou medicamentos que contém aspirina, outros
medicamentos e suplementos dietéticos conhecidos por afetar a fungéo plaquetaria durante 7 a 10
dias antes da colheita de amostras. Os pacientes devem jejuar e evitar alimentos com gordura e
laticinios durante 12 horas antes da colheita de amostras.®

2, COLHEITA DE AMOSTRAS:
Arecolha de sangue deve ser realizada com cuidado para evitar estase, hemdlise, contaminagao
por fluidos tecidulares ou exposi¢ao ao vidro. Mantenha as amostras a temperatura ambiente.®

Cada uma das seguintes ocorréncias pode fazer com que os resultados do teste sejam imprecisos;
e as amostras afetadas devem ser rejeitadas: hemdlise, contaminacéo por hemacias, lipemia, asci-
te quilosa, ictericia, trombocitopenia (<75 000/mm3) coagulos na amostra e hipofibrinogenemia. A
reutilizagao de itens descartaveis pode resultar em resultados de teste imprecisos.

Respeite as precaucdes padréo durante toda a colheita de amostras, preparacao de amostras
e processos analiticos.?® Descarte o material cortante e os residuos biolégicos de acordo com a
politica do laboratorio.

Técnica da seringa (recomendada)8

a.Use uma agulha tipo borboleta para a puncéo venosa.

b.Colha 9,0 mL de sangue numa seringa de plastico. Evite sucgéo excessiva.

c.Retire a agulha da seringa e dispense imediata e suavemente o sangue num tubo e
plastico [polipropileno]* contendo 1,0 mL de anticoagulante de citrato de sodio 0.11M. A
proporgéo de sangue para anticoagulante deve ser de 9 partes de sangue para 1 parte de
anticoagulante.®

d.Cubra e inverta 4-5 vezes suavemente para misturar.

e.Manter a temperatura ambiente (15° a 28 °C).

NOTA: Quando o hematdcrito do paciente for < 30% ou > 55%, os volumes de sangue para
anticoagulante devem ser ajustados.*

Técnica de tubo de colheita evacuado

1. Use uma agulha tipo borboleta para a pungao venosa.

2. Recolha sangue usando tubos (plasticos) que contém anticoagulante citrato de sédio
0.11M.

3. Inverta suavemente 4-5 vezes para misturar.

NOTA: Ao usar tubos de colheita a vacuo de plastico, certifique-se de que o anticoagulante
citrato € o 0.11M, verificando o rétulo. Os topos coloridos ndo variam com as diferentes concen-
tragdes de citrato. Siga as instrugdes do fabricante para a colheita de amostras.

PREPARAGAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) E PLASMA POBRE EM
PLAQUETAS (PPP)

1. Prepare o plasma rico em plaquetas centrifugando o sangue anticoagulado a 150 X g
durante 10 minutos a temperatura ambiente (15° a 28 °C).

2. Examine a camada de plasma para glébulos vermelhos. Se os glébulos vermelhos
estiverem presentes, centrifugar novamente a 150 X g durante mais 5 minutos.

3. Usando uma pipeta de transferéncia de plastico, observe e remova com cuidado a

camada de plaquetas sem perturbar a camada leucocitaria ou os glébulos vermelhos
e transfira para um recipiente identificado (PRP). Tampe o recipiente e deixe-o a
temperatura ambiente.

4. Prepare o plasma pobre em plaquetas centrifugando a amostra de sangue restante a
2500 X g durante 20 minutos. Examine o plasma pobre em plaquetas para hemdlise e,
em seguida, transfira-o para um tubo de plastico identificado como PPP.

5. A contagem de plaguetas do PRP deve ser de 250 000 + 50 000/mm3. A contagem de
plaquetas pode ser reduzida usando PPP preparado a partir da amostra.

NOTA: Se estiver a usar o acido araquidénico como agonista, ndo ajuste a contagem de
plaquetas.

RECONSTITUICAO
NOTA: Os reagentes devem estar a temperatura ambiente (15° a 28 °C) antes da reconstitu-
icdo. O reagente armazenado deve ser levado a temperatura ambiente antes do uso.

Reconstitua um frasco de acido araquidénico com 0,5 mL de agua purificada. O reagente pode
parecer turvo, mas ficara limpido e incolor passados poucos minutos.

ARMAZENAMENTO DE REAGENTES

0O ACIDO ARAQUIDONICO DEVE SER MANTIDO COM ROLHA SEMPRE QUE NAO ESTI-
VER EM USO.

Coloque a rolha no frasco imediatamente apds a remogéo do reagente. O acido araquidénico
reconstituido é estavel durante 24 horas a 2° - 8 °C. Para armazenamento a longo prazo,
congelar a -20 °C durante até 8 semanas.

PROCEDIMENTO DE TESTE
O teste deve ser concluido no prazo maximo de 3 horas apos a colheita da amostra.?
1.Prepare um branco de agregémetro pipetando 0,5 mL de plasma pobre em plaquetas
numa cubeta.
2.Pipete 0,45 mL de plasma rico em plaquetas para uma segunda cubeta. Incube a
37 °C durante 3 minutos e adicione uma barra de agitagéo.
3.Prepare, se necessario, as linhas de base de 0% e 100% de acordo com as instrugbes
do fabricante para o agregémetro em uso.
4.Adicione 0,05 mL de acido araquiddnico diretamente no plasma rico em plaquetas.
Nao permita que o reagente escorra pela parede da cubeta. A concentragéo final de
acido araquiddnico na mistura de teste de plasma rico em plaquetas é de 500 pg/mL.
5.Permita que o padrao de agregacgao seja gerado durante 5 minutos.

CONTROLO DE QUALIDADE
Os laboratérios devem seguir as praticas de controlo de qualidade normalmente aceites quando
o teste de proficiéncia nao estiver disponivel.

Para garantir a operagdo adequada do instrumento e o desempenho do reagente, uma amostra
de controlo deve ser avaliada todos os dias em que os testes sao realizados. A amostra de
controlo deve ser preparada da mesma forma que a amostra de teste. Para estudos qualitativos
de agregagao plaquetaria, o controlo deve ser composto por plasma fresco rico em plaquetas
colhido de um doador normal (especificado e qualificado) que nao tenha ingerido compostos
que contém aspirina nos 10 dias anteriores ao teste e tenha histérico de funcéo plaquetaria
normal.

RESULTADOS

Os padroes tipicos de agregacéo de acido araquiddnico estéo ilustrados nas Fig. 1-3. A
ingestao de uma dose Unica (600 mg) de aspirina resultara na auséncia de agregacgao de acido
araquidonico durante até 5 dias (Fig.2) Uma resposta prolongada (tempo desde a adi¢éo do
reagente até ao inicio da agregacao) sera observada durante até 8 dias apds a ingestéo de
aspirina.? (Fig.3)



Figura 1 Agregacéo normal
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Figura 2 Resposta anormal (efeito aspirina)
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Figura 3 Resposta anormal
(Efeito aspirina leve 5-8 dias apds a ingestéo)

LEGENDA: Resultados da agregacao plaquetaria induzida pelo acido araquidonico em plasma normal e rico em plaquetas. A concentragdo de trabalho do acido araquidénico € 5,0 mg/mL. A concen-
tragao final de PRP ¢ 500 ug/mL. A marca de spike indica a adi¢do de reagente.

VALORES ESPERADOS
Os intervalos esperados para cada reagente em varias concentragdes usadas para induzir a

agregacao plaquetaria devem ser definidos por cada laboratério, consulte a Tabela 2.4,8,9,10
Tabela 2
RESPOSTAS DE AGREGAGAO PLAQUETARIA TiPICAS PARA DOADORES NORMAIS @
250 000 PLAQUETAS/mm3

[agregacao total em 5 minutos]

ADP Acido araquidénico Colageno Epinefrina
(tipo I)
Conc. final 2.0x10°M 500ug/mL 0.19mg/ml 1.0x10* M
Fase de laténcia
[seg] <10 <=20 <60 0
Inclinagéo
primaria 38-67 >20 35-67 7-34
Agregagao total
(%@5min) 63-89 65-90 61-99 54-101
Agregacao Dependente da - B
bifasica concentragéo NAO NAO SIM
Outro Pode mostrar Todos os do- Néo Todos os
alteragdes de adores normais diluir doadores
forma podem nao estar normais podem
em conformidade nao estar em
PLT CT~175k- conformidade
300k
LIMITAGOES

O acido araquidonico ira oxidar se o frasco for deixado destampado. O reagente oxidado ira apa-
recer na cor amarela e nao devera ser usado. Como o acido araquidonico se liga a albumina, a
concentragdo necessaria para induzir a agregagao no plasma rico em plaquetas é maior do que a
concentracdo necessaria em suspensodes de plaquetas lavadas.15 Para testar plaquetas lavadas,
0 acido araquidonico deve ser diluido com soro fisioldgico até uma concentragao apropriada para
a preparagao das plaquetas em uso.

Notou-se que, ocasionalmente, ocorreu agregacéo subétima quando o &cido araquidoénico foi
adicionado ao plasma rico em plaquetas que havia sido diluido com plasma pobre em plaquetas.
No entanto, a agregagéo parecia normal quando o mesmo plasma rico em plaquetas foi testado
na forma néo diluida.

Um histérico detalhado do paciente é necessario para uma interpretagéo precisa do teste. Os
pacientes devem ser questionados sobre a ingestédo recente de qualquer medicamento, pois
varios medicamentos prescritos e ndo prescritos podem interferir na agregacao plaquetaria.
Substancias como cafeina, tabaco, extratos de plantas (ou suplementos) e alcool podem afetar
os resultados.7,8

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Estudos mostraram que este produto funcionara conforme descrito antes do final do prazo de
validade sempre que as instrugdes de procedimento e armazenamento forem seguidas.

Linearidade:

A agregacédo plaquetaria induzida por agonistas comuns (ADP, acido araquidénico, colagénio e
epinefrina) € um sistema de testes nao linear para os seguintes parametros: Fase de laténcia,
Inclinagéo primaria, Inclinagéo secundaria, resposta bifasica e desagregagao. A nao linearidade
é causada por muitos fatores, tais como a quimica da reagéo e a instrumentagao. A agregacéo
plaguetéria mede uma taxa de resposta ou atividade que ndo é uma medida quantitativa dos
reagentes ou da sua concentragao.

EXATIDAO, PRECISAO E REPRODUTIBILIDADE
Precisao
Na agregacao plaquetaria, a preciséo € um parametro relativo e depende do sistema de testes.

Preciséao e reprodutibilidade

As limitagdes da agregacéao plaquetaria dificultam o fornecimento de intervalos tipicos de
precisao ou reprodutibilidade. No entanto, existe um consenso baseado na experiéncia para
estes parametros (veja abaixo). Cada laboratério deve definir os seus préprios limites para a
aceitabilidade do teste.
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Impresso nos EUA

menos de * 7,5%
menos de + 15%
menos de * 10,5%
menos de + 12,5%

Reprodutibilidade de teste para teste:

Reprodutibilidade de instrumento para instrumento:
Variacéo lote para lote de reagente:

Laboratdrio para laboratério (mesmo sistema de testes):
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Para obter uma lista completa dos produtos disponiveis, visite o nosso site www.biodatacorp.com ou
contacte o0 nosso apoio ao cliente.

A GAMA DE PRODUTOS DA BIO/DATA CORPORATION INCLUI REAGENTES DE USO GERAL

E PROFISSIONAL EM LABORATORIO DESTINADOS A INDUZIR E INFORMAR ATIVIDADES DE
FUNGAO PLAQUETARIA E RESPOSTAS. ESTE PRODUTO TEM GARANTIA DE FUNCIONAMENTO
CONFORME DESCRITO NA SUA ROTULAGEM, INCLUINDO AS INSTRUGOES DE USO. A BIO/DATA
CORPORATION NAO FAZ NENHUMA REIVINDICAGAO OU GARANTIA, EXPRESSA OU IMPLICITA, DA
CAPACIDADE, ADEQUACAO OU COMERCIABILIDADE PARA QUALQUER OUTRO FIM. EM NENHUMA
CIRCUNSTANCIA, A BIO/DATA CORPORATION SERA RESPONSAVEL POR QUAISQUER DANOS
DECORRENTES DA GARANTIA EXPRESSA REFERIDA.
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