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Kit de Reagentes para Agregacao
Plaquetaria

INSTRUGOES DE USO

DESCRIGCAO DO PRODUTO

AGG/PAK™ 5 ¢ um Kit de Reagentes para Agregagao Plaquetaria que contém os
reagentes ADP (Adenosina-5'-Difosfato), Acido Araquidénico (Araquidonato de Sédio),
Colageno (Pele de Bezerro Soluvel, Tipo 1), Epinefrina (Adrenalina) e Ristocetina
(Sulfato de Ristocetina A).

O Reagente de ADP é uma preparagéo liofilizada de Adenosina-5'-Difosfato. E um
componente essencial na agregacao plaquetaria. O ADP atua como um agonista
ou ativador, ligando-se aos receptores plaquetarios e desencadeando uma série de
eventos bioquimicos que levam a ativacéo e agregacao das plaquetas.

O Reagente de Acido Araquidénico é uma preparacao liofilizada do sal de sédio do
Acido Araquidénico. E um &cido graxo essencial presente nos granulos das plaque-
tas e na membrana plaquetaria. E processado em muiltiplas etapas e convertido
em Tromboxano A2 (TX A2). O Reagente de Acido Araquidénico induz a ativagéo e
agregacao plaquetaria.

O Reagente de Colageno é uma preparagéo liofilizada de Colageno de Pele de Bezerro
Soluvel (Tipo 1). O Reagente de Colageno induz alteragéo de forma das plaquetas
e ativa as plaquetas. As plaquetas ativadas liberam compostos trombéticos de seus
granulos, que servem para recrutar plaquetas adicionais para o local da lesdo.

O Reagente de Epinefrina € uma preparagéo estabilizada e liofilizada de L-Adrena-
lina que ativa o receptor adrenérgico GP lla, causando agregacgédo plaquetaria sem
alteragdo de forma. Embora possa potencializar a resposta das plaquetas a outros
agonistas, o Reagente de Epinefrina € um agonista fraco (reversivel). Pode ou ndo
provocar resposta em individuos saudaveis.

O Reagente de Ristocetina é uma preparagao liofilizada de Sulfato de Ristocetina A,
um glicopeptideo de estrutura quimica desconhecida, isolado de Nocardia lurida. A
Ristocetina contém mais de 90% de Ristocetina A.

O Kit Combo AGG/PAK™ 5 foi otimizado para uso com agregémetros de transmisséo
de luz. Também pode ser utilizado com outros analisadores turbidimétricos ou de
impedancia, bem como com citdmetros de fluxo.

FINALIDADE PRETENDIDA

O Kit Combo AGG/PAK™ 5 é um kit de conveniéncia que contém uma combinagéo
de reagentes rotineiros de agregacao plaquetaria utilizados para induzir respostas de
agregacao e/ou aglutinacdo no Plasma Rico em Plaquetas (PRP). O kit inclui ADP,
Acido Araquidénico, Colageno, Epinefrina e Ristocetina.

DETECGAO / MEDIGAO

Os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 s&o utilizados, em conjunto com outros
diluentes e amostras de controle, para medir alteragées na transmissao de luz em
uma amostra de teste de Plasma Rico em Plaquetas (PRP).

FUNGAO DO PRODUTO

O Kit Combo AGG/PAK™ 5 fornece informagdes sobre diferentes aspectos da funcéo/
qualidade plaquetaria. Este kit auxilia na avaliagao de diversos disturbios plaquetarios
adquiridos e hereditarios, bem como na eficacia de terapias antiplaquetarias.

INFORMAGOES ESPECIFICAS FORNECIDAS
Os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 ndo se destinam a detecgéo de um disturbio,
condigao ou fator de risco especifico.

O Reagente de ADP desempenha um papel fundamental na ativagdo e agregacéo
plaquetaria. Quando o ADP se liga a receptores especificos na superficie das plaque-
tas, como P2Y1 e P2Y 12, ele inicia cascatas de sinalizagado intracelular. Essa ativagéo
induz mudancas rapidas na forma das plaquetas e a liberagado de ions célcio por meio
dos receptores P2Y1, enquanto a ativagéo do P2Y 12 sustenta a resposta, garantindo
uma agregacéao estavel. O Reagente de ADP é utilizado para estimular a ativagao
e agregacao plaquetaria precisamente por meio da interagédo com esses receptores
de ADP. Ao observar a agregagao plaquetaria em resposta ao ADP, os profissionais
podem avaliar a fungédo/qualidade plaquetaria relacionada a anormalidades na ativagao
e agregacao. Esse processo é fundamental para compreender a dinamica da formagéo
de coagulos e avaliar a eficacia de terapias antiplaquetarias na prevengao de eventos
trombéticos. O ADP também promove a liberagédo de mediadores secundarios, como o
Tromboxano A2 (TX A2), amplificando ainda mais a ativagéo e agregacéo plaquetaria.

O Reagente de Acido Araquidénico inicia a ativacdo e agregacgao plaquetaria por
meio da via do acido araquiddnico. Apds se ligar aos receptores na superficie das
plaquetas, o acido araquidonico sofre conversdo enzimatica em Tromboxano A2 (TX
A2), facilitando cascatas de sinalizagéo intracelular. Isso provoca mudancas rapidas
na forma das plaquetas e liberagao de ions calcio, essenciais para uma agregagao
estavel. A observacgao da agregagéo plaquetaria em resposta ao Reagente de Acido
Araquiddnico permite aos profissionais avaliar a fungéo/qualidade plaquetaria, iden-
tificar anormalidades e avaliar terapias antiplaquetarias. A indugdo de mediadores

secundarios, como o Tromboxano A2 (TX A2), pelo Reagente de Acido Araquidénico
amplifica a ativagdo plaquetaria.

O Reagente de Colageno inicia a ativagao e agregacao plaquetaria. Ao se ligar aos
receptores glicoproteicos na superficie das plaquetas, particularmente a glicoproteina
VI (GP VI), o colageno desencadeia cascatas de sinalizagao intracelular. Isso provoca
mudancas rapidas na forma das plaquetas e a liberagdo de ions calcio por meio dos
receptores GP VI, com a ativacdo sustentada facilitada pela integrina 0231, garantindo
uma agregacao estavel. Utilizado para estimular com precisao a ativagao e agregacéo
plaquetaria, o Reagente de Colageno interage com esses receptores, fornecendo um
meio para que os profissionais avaliem a fungao/qualidade plaquetaria e disturbios
associados a anormalidades na ativagdo plaquetaria induzida por colageno. Esse
processo € essencial para compreender a dindmica da formacéo de coagulos e avaliar
a eficacia de terapias antiplaquetarias na inibigdo de eventos trombdticos. O colageno
também promove a liberacdo de mediadores secundarios, amplificando ainda mais a
ativagéo e agregacao plaquetaria.

O Reagente de Epinefrina desempenha um papel fundamental na ativagdo e agre-
gacao plaquetaria. Ao se ligar a receptores especificos na superficie das plaquetas,
especialmente aos receptores a2-adrenérgicos, a epinefrina inicia cascatas de sinal-
izagao intracelular. Essa cascata induz mudancas rapidas na forma das plaquetas e
desencadeia a liberagao de ions calcio, mediada principalmente pela ativagdo dos
receptores a2-adrenérgicos. A resposta sustentada, essencial para uma agregagéo
estavel, também é facilitada pela ativacéo desses receptores. O Reagente de Epine-
frina é essencial para estimular com precis&o a ativagéo e agregagao plaquetaria por
meio da interacdo com esses receptores adrenérgicos. A observacao da agregagéo
plaquetaria em resposta ao Reagente de Epinefrina permite aos profissionais avaliar
a fungdo/qualidade plaquetaria e disturbios associados a anormalidades na ativagéo e
agregacéo. Esse processo é fundamental para compreender a dindmica da formacéo
de coagulos e avaliar a eficacia de terapias antiplaquetarias na prevencéo de eventos
trombaéticos. A epinefrina também promove a liberagcdo de mediadores secundarios,
amplificando ainda mais a ativagdo e agregagao plaquetaria.

O Reagente de Ristocetina é um reagente plaquetario distinto utilizado no contexto
do teste de Agregagdo Plaquetaria Induzida por Ristocetina (RIPA). A ristocetina in-
terage com o Fator de von Willebrand (vVWF), uma proteina plasmatica essencial nos
processos de adesao e agregacgao plaquetaria. A ristocetina promove uma alteragéo
conformacional no VWF, expondo sitios de ligagdo para a glicoproteina Ib (GP Ib) das
plaquetas. Consequentemente, os receptores GP Ib plaquetarios se ligam ao VWF,
iniciando a adesao plaquetaria. Essa adesao inicial prepara as plaquetas para a agre-
gacdo. Em situagdes de auséncia de Fator de von Willebrand (vWF) ou em disturbios
relacionados a fungao plaquetaria, a agregagéo induzida por ristocetina ocorre de forma
limitada, devido a incapacidade das plaquetas de agregarem de maneira eficaz. Assim,
o teste RIPA fornece informagdes valiosas sobre a fungéo/qualidade plaquetaria e a
atividade do VWF, auxiliando na caracterizagdo da Doenga de von Willebrand (VWD) e
de disturbios hemorragicos associados. Esse método de teste desempenha um papel
fundamental na avaliacéo precisa da fungéo/qualidade plaquetaria.

AUTOMAGAO

Os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 destinam-se ao uso em agregémetros
de plaquetas por transmissao de luz, semi-automatizados e automatizados. Esses
reagentes também podem ser utilizados com outros analisadores turbidimétricos ou
de impedancia, bem como com citdmetros de fluxo.

QUALIDADE / QUANTIDADE

Nao existem padrdes primarios para os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5. As
respostas a esses reagentes sdo dependentes da concentragdo. Um doador normal
conhecido deve ser testado com cada novo lote de reagentes do Kit Combo AGG/PAK™
5. Organizagdes de padronizacao classificam a agregacgao plaquetaria induzida por
ADP, Acido Araquidénico, Colageno, Epinefrina e Ristocetina como semiquantitativa
ou semiquantitativa/qualitativa.

O Kit Combo AGG/PAK™ 5 ¢ fornecido contendo 1 frasco de 0,5 mL de Reagente de
ADP, 1 frasco de 0,5 mL de Reagente de Acido Araquidonico, 1 frasco de 0,5 mL de
Reagente de Colageno, 1 frasco de 0,5 mL de Reagente de Epinefrina e 1 frasco de
0,5 mL de Reagente de Ristocetina. A concentragdo de trabalho do ADP é 200 pM,
do Acido Araquiddnico é 5 mg/mL, do Colageno é 1,9 mg/mL, da Epinefrina é 100 uM
e da Ristocetina é 15 mg/mL.

TIPO DE AMOSTRA

A amostra de teste é preparada a partir de sangue total anticoagulado com citrato de
sédio. A amostra de teste é o Plasma Rico em Plaquetas (PRP). O branco do teste é
o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP).

Os reagentes de ADP, Acido Araquidénico, Colégeno, Epinefrina e Ristocetina podem
ser utilizados com Plasma Rico em Plaquetas (PRP) humano ou animal para testes
rotineiros de agregacgado plaquetaria. Os resultados sdo baseados na concentracéo,
extensdo e velocidade da agregagdo em comparagdo com um branco de Plasma
Pobre em Plaquetas (PPP).



POPULAGAO DE TESTE

+ Humano: Para ADP, Acido Araquidénico e Colageno, a prevaléncia de disttrbios
plaquetarios é global e pode variar conforme raga, etnia, tipo sanguineo e outros
fatores. A incidéncia é variavel. Para Epinefrina, a prevaléncia de agregagao
anormal ao Reagente de Epinefrina é de 16-20% em individuos saudaveis. E
global e pode variar conforme raga, etnia, tipo sanguineo e outros fatores. A
incidéncia é variavel. Para Ristocetina, a prevaléncia de disturbios plaquetarios
relacionados ao fator de von Willebrand é global e pode variar conforme raga,
etnia, tipo sanguineo e outros fatores. A incidéncia é de aproximadamente 2%.

» Farmacos Antiplaquetarios: Para ADP, a prevaléncia e a incidéncia sdo variaveis.
Cerca de 4% da populagéo com mais de 40 anos utiliza farmacos antiplaquetari-
os, além da Aspirina. 33% (em adultos > 40 anos); 16% Terapia Antiplaquetaria
Dupla (DAPT); e 8% Terapia Antiplaquetaria (APT). Para o Acido Araquidénico,
a prevaléncia de agregacdo anormal ao Reagente de Acido Araquidénico, de-
pendente do uso estimado de Aspirina, pode atingir até um tergo da populagéo.
Tanto o Clopidogrel quanto a combinagado de Clopidogrel com Aspirina podem
influenciar a agregacao plaquetéria induzida por Acido Araquidénico. A incidéncia
é variavel. Para o Colageno, a prevaléncia de agregagédo anormal ao Reagente
de Colageno, dependente do uso estimado de Aspirina, pode atingir até um tergo
da populagdo. Tanto o Clopidogrel quanto a combinagao de Clopidogrel com
Aspirina podem influenciar a agregacéo plaquetaria induzida por Colageno. A
incidéncia é variavel. Para a Epinefrina, a prevaléncia e a incidéncia sdo variaveis.
Taxas de resposta varidveis a Epinefrina tém sido observadas em diferentes
populagdes. Estudos demonstraram que a Terapia Antiplaquetaria Dupla e a
Aspirina podem influenciar a agregagao plaquetaria induzida por Epinefrina. Para
a Ristocetina, a prevaléncia e a incidéncia séo variaveis. Inibidores de BTK e a
vancomicina sao conhecidos por reduzir os resultados de RIPA. Um anticorpo
monoclonal antiplaquetario recentemente desenvolvido contra a glicoproteina
(GP) Ib, denominado OP-FI, juntamente com um anticorpo monoclonal anti-GPIb
bem estudado conhecido como AP-1, elimina completamente a aglutinagéo
plaquetaria induzida por Ristocetina.

+ Disturbios Plaquetarios Hereditarios: Para ADP, a prevaléncia e a incidéncia sédo
variaveis. Existem 60 tipos, 75 genes conhecidos, com frequéncia de 5/1000
e estimativa de 1-2% da populagéo. Para Acido Araquidénico e Colageno,
a prevaléncia e a incidéncia sdo variaveis. Existem 60 tipos de disturbios
plaquetarios hereditarios que afetam aproximadamente 0,3% da populacéo.
Certos defeitos plaquetarios hereditarios, como a Trombastenia de Glanzmann e
a Doenga do Pool de Armazenamento, ndo apresentam resposta aos Reagentes
de Acido Araquidénico ou Colageno. Para Epinefrina, a prevaléncia de resposta
anormal a epinefrina varia de acordo com o defeito. Aincidéncia é variavel. Para
Ristocetina, a prevaléncia e a incidéncia s&o variaveis. Plaguetas provenientes
de individuos com Sindrome de Bernard-Soulier ndo apresentam aglutinagéo
quando expostas a Ristocetina. Em contraste com a Doenga de von Willebrand,
os niveis de atividade do Fator de von Willebrand e do antigeno de von Willebrand
permanecem dentro das faixas normais.

« Animal: Para ADP, Acido Araquidoénico, Colageno, Epinefrina e Ristocetina, a
prevaléncia e a incidéncia dependem da espécie.

DIAGNOSTICO IN VITRO

O contetdo do Kit Combo AGG/PAK™ 5 consiste em reagentes para diagnéstico in
vitro destinados exclusivamente ao uso em laboratério profissional. Estes reagentes
nao se destinam a injegéo ou ingestao.

USUARIO PRETENDIDO
Os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 destinam-se ao uso em laboratério profis-
sional por pessoal qualificado.

PRINCIPIO DO TESTE

Quando introduzidos em uma amostra de teste de Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
a 37°C sob agitagéo, reagentes exégenos como ADP, Acido Araquidénico, Colage-
no, Epinefrina e Ristocetina estimulam as plaquetas, levando-as a sofrer alteragdo
de forma e agregagdo. Essa agregacéo inicial € denominada agregagdo primaria
e é reversivel. No entanto, plaquetas normais possuem a capacidade de liberar
ADP enddgeno de seus granulos, resultando em uma segunda onda de agregagéo,
irreversivel. O agregdmetro de plaquetas por transmissao de luz capta efetivamente
essas mudancas, exibindo parametros como fase de laténcia, alteragdo de forma e
a velocidade e extensao da agregagéo durante um periodo de teste predeterminado.

Para a Epinefrina, pode ser observada hiper-reatividade. Nesse caso, o procedimento
de Plaquetas Pegajosas (Sticky Platelet) deve ser seguido para confirmagéo. Nem
todos os individuos saudaveis apresentam resposta ao Reagente de Epinefrina.

CALIBRADORES E CONTROLES

Nao sdo necessarios calibradores ou controles para o Kit Combo AGG/PAK™ 5. Uma
amostra de um doador conhecido deve ser testada com cada lote dos Reagentes
de ADP, Acido Araquidénico, Colageno, Epinefrina e Ristocetina. As respostas s&o
dependentes da concentracéo.

LIMITAGOES DO REAGENTE

Os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 funcionaréo conforme especificado quando
as Instrugdes de Uso forem seguidas. Os reagentes devem ser utilizados antes da
data de validade impressa em cada frasco.

REAGENTES FORNECIDOS

107650: 1 frasco de Reagente de ADP (0,5 mL)
1 frasco de Reagente de Acido Araquidénico (0,5 mL)
1 frasco de Reagente de Colageno (0,5 mL)
1 frasco de Reagente de Epinefrina (0,5 mL)
1 frasco de Reagente de Ristocetina (0,5 mL)

REAGENTES E MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

+ Agua Purificada (Destilada, Deionizada, Grau Reagente), pH 5,3 — 7,2 para
reconstituicdo

» Solugdo Salina Tamponada com TRIS (TBS) ou solugdo salina fisiolégica a
0,85% para diluicdes

OBSERVAGAO: O USO DE SOLUGCAO SALINA DE HEMOTERAPIA (BLOOD BANK)
CAUSARA RESULTADOS ERRONEOS.

MATERIAIS E ACESSORIOS

« Agregdmetro de Plaquetas (Seguir as Instrugées de Uso do Fabricante)
» Centrifuga

* Pipeta Eletronica

+ Pontas para Pipeta @

+ Tubos de Teste para Agregémetro (Siliconizados) @

+ Barras Magnéticas para Agregdmetro (Revestidas com Plastico) @

+ Tubos Plasticos para Amostras e Tampas (para Diluicdes) @

OBSERVACAO: ITENS DESCARTAVEIS, COMO TUBOS DE TESTE, BARRAS
MAGNETICAS, TUBOS PARAAMOSTRAS E TAMPAS, SAO PARA USO UNICO SOMENTE.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

J/ Os reagentes de ADP, Acido Araquiddnico, Colageno, Epinefrina e Ristocetina
ndo requerem protegdo de temperatura durante o transporte.

Ao receber, armazenar os reagentes de ADP, Acido Araquidénico, Colageno,
Epinefrina e Ristocetina a 2-8 °C em suas embalagens originais.

J/ Os reagentes de ADP, Colageno e Epinefrina reconstituidos séo estaveis por

30 dias quando armazenados em seus recipientes originais, bem fechados,
a2-8 °C.

J/ O Reagente de Ristocetina reconstituido é estavel por 7 dias, quando arma-

zenado em seu recipiente original, bem fechado, a 2-8 °C.

Os reagentes de Acido Araquiddnico reconstituidos sdo estaveis por 24 horas,
quando armazenados em seus recipientes originais, bem fechados, a 2-8 °C.

J/ Diluigbes contendo Reagente de ADP sé&o estaveis por 2 horas a temperatura
ambiente.

ESTERILIDADE

@ Os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 nao sao produtos estéreis. Deve-se
ter cuidado para ndo contaminar o produto ao pipetar os reagentes reconsti-
tuidos ou aliquotados.

AVISOS E PRECAUGOES

Utilize EPI de acordo com as politicas e praticas do laboratério ao manusear
os reagentes de ADP, Acido Araquidénico, Colageno, Epinefrina e Ristocetina.

Siga as precaugdes padrédo ao preparar amostras e espécimes de teste.

Manuseie os reagentes de ADP, Acido Araquidénico, Colageno, Epinefrina e
Ristocetina com cuidado para evitar contaminagéo durante o uso.

Evite a evaporagao dos reagentes limitando as superficies de troca ar-liquido.

Para garantir resultados 6timos, uma amostra controle de um doador conhecido
deve ser analisada consecutivamente, sem interrupcéo.

Para preservar a estabilidade dos reagentes, armazene os reagentes restantes
em seus recipientes originais, bem fechados.

Descarte os materiais pos-teste de acordo com os regulamentos aplicaveis e
as politicas do laboratério.
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NOTAAO USUARIO: QUALQUER INCIDENTE GRAVE RELACIONADO A ESTE PRODUTO
DEVE SER COMUNICADO AO FABRICANTE E A AUTORIDADE COMPETENTE DO ES-
TADO-MEMBRO NO QUAL O USUARIO E/OU PACIENTE ESTIVEREM ESTABELECIDOS.

STATUS DO MATERIAL INFECCIOSO

Os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 ndo contém materiais infecciosos. As
amostras e espécimes de teste devem ser considerados infecciosos e devem ser
manuseados como se fossem capazes de transmitir infecgéo. Apos o teste, as amostras
e espécimes devem ser descartados em conformidade com os regulamentos aplicaveis
e as politicas do laboratério.



INSTALAGOES ESPECIAIS
Os reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 n&o requerem o uso de instalagdes especiais
dentro do ambiente laboratorial.

PREPARO PARA USO

NOTA: OS REAGENTES DO KIT COMBO AGG/PAK™ 5 DEVEM ESTAR A TEMPERATURA
AMBIENTE (15-28 °C) ANTES DA RECONSTITUICAO. OS REAGENTES ARMAZENADOS
DEVEM SER TRAZIDOS A TEMPERATURA AMBIENTE ANTES DO USO.

RECONSTITUIGAO EE]

A concentragao de trabalho do ADP reconstituido é 200 uM, do Reagente de Acido
Araquidonico é 5 mg/mL, do Colageno é 1,9 mg/mL, da Epinefrina ¢ 100 pM e da
Ristocetina é 15 mg/mL. Todas as concentragdes finais séo baseadas na adi¢éo de
25 uL de Reagentes de ADP, Acido Araquidénico, Colageno, Epinefrina ou Ristocetina
a uma amostra de teste de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) de 225 pL.

+ Reconstitua os reagentes de ADP, Acido Araquidénico, Colageno, Epinefrina e
Ristocetina com 0,5 mL de Agua Purificada
* Inverter suavemente para misturar

NOTA: OS REAGENTES DE ACIDO ARAQUIDONICO E EPINEFRINA PODEM APRE-
SENTAR ASPECTO TURVO, MAS SE TORNARAO LIMPIDOS A AMARELO-PALIDO
EM POUCOS MINUTOS.

- Os reagentes de ADP, Acido Araquidénico, Colageno, Epinefrina e Ristocetina
reconstituidos devem ser mantidos tampados antes do uso.

DILUIGOES
PARA AGREGACAO BIFASICA

Para demonstrar a agregacéao bifasica induzida por ADP, o Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) pode ser testado com varias diluigdes do reagente. Diluigdes adicionais podem
ser realizadas para determinar a concentragéo limiar. A concentragao limiar € a menor
concentragdo capaz de provocar uma resposta de agregagao primaria.

OBSERVAGAO: PARA DILUIGOES, UTILIZE SOLUGAO SALINA TAMPONADA COM TRIS
(TBS) OU SOLUGAO SALINA FISIOLOGICA A 0,85%.

TABELA 1: TABELA DE DILUIGAO DO ADP

SOLUCAO SALINA | CONCENTRAGAO | CONCENTRACAO
REAGENTE ADP
TRIS-TAMPONADA | DE TRABALHO FINAL
 — e 200 pM 20 uM
125 uM 125 UM 100 uM 10 uM
62 UM 188 UM 50 UM 5uM
25 uM 225 uM 20 uM 2 uM

PREPARO DO PACIENTE

Os pacientes devem abster-se de tomar aspirina ou utilizar medicamentos e produtos
que contenham aspirina, bem como outros medicamentos, suplementos ou bebidas
energéticas conhecidos por afetar a funcéo plaquetaria, por um periodo de 7 a 10 dias
antes da coleta da amostra. A ingestéo de alimentos gordurosos, laticinios e o habito
de fumar devem ser evitados por 12 horas antes da coleta da amostra.

OBSERVAGAO: ACONSULTA COM UM MEDICO E OBRIGATORIAANTES DE REALIZAR
QUALQUER ALTERACAO NA MEDICACAO.

COLETA DA AMOSTRA

A amostra deve ser coletada com cuidado para evitar estase, hemdlise, contami-
nagao por fluido tecidual e exposi¢édo ao vidro. As amostras devem ser mantidas a
temperatura ambiente. O torniquete deve ser liberado assim que o sangue comegar
a fluir para o dispositivo de coleta.

f(..)\ ADOTE PRECAUGOES PADRAO DURANTE TODO O PROCESSO DE COLETA DA
A AMOSTRA, PREPARO DO MATERIAL E PROCEDIMENTOS ANALITICOS. DES-
CARTE MATERIAIS PERFUROCORTANTES E RESIDUOS BIOLOGICOS DE ACOR-
DO COM OS REGULAMENTOS APLICAVEIS E AS POLITICAS DO LABORATORIO.

Técnica de Coleta de Amostra com Sistema a Vacuo [E

« Utilize um conjunto de coleta com agulha tipo “borboleta” de 21g ou 23g para
a coleta da amostra.

+ Colha o sangue em tubos plasticos de coleta a vacuo contendo citrato de sédio
a 3,2% (0,11 M) como anticoagulante.

» Misture suavemente o tubo de coleta 4 a 5 vezes por inverséo.

* Anote o horario da coleta no rétulo da amostra.

+ Mantenha os tubos de coleta a temperatura ambiente.

» Misture novamente os tubos antes da centrifugagéao.

Técnica de Coleta com Seringa [:E]

+ Utilize um conjunto de coleta com agulha tipo “borboleta” de 21g ou 23g para
a pungao venosa.

» Colha 9,0 mL de sangue em uma seringa plastica, evitando sucgdo excessiva.

» Prenda o tubo da agulha borboleta e desconecte a seringa.

» Imediatamente e cuidadosamente dispense a amostra de sangue em um tubo
plastico (polipropileno) contendo 1,0 mL de citrato de sédio 0,11 M como antico-
agulante. A proporgao entre sangue e anticoagulante é de 9 partes de sangue
para 1 parte de anticoagulante.

« Tampe o tubo plastico.

» Misture suavemente o tubo de coleta 4 a 5 vezes por inverséo.

* Anote o horario da coleta no rétulo da amostra.

» Mantenha os tubos de coleta a temperatura ambiente.

« Misture novamente os tubos antes da centrifugacéo.

OBSERVACAO: QUANDO O HEMATOCRITO DO PACIENTE FOR INFERIOR A 30% OU
SUPERIOR A 55%, A PROPORCAO ENTRE SANGUE E ANTICOAGULANTE DEVE SER
AJUSTADA. OS TUBOS DE COLETA A VACUO COM TAMPA AZUL DEVEM CONTER
CITRATO DE SODIO A 3,2% (0,11 M), QUE E A CONCENTRACAO RECOMENDADA
PARA ESTUDOS DE FUNCAO PLAQUETARIA.

PREPARO DA AMOSTRA [ 1i]
Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

» Centrifugue o sangue anticoagulado a 150 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente.

+ Examine a camada de plasma em busca de hemacias.

» Se houver presenga de hemacias, recentrifugue por mais 5 minutos.

» Utilize uma pipeta para transferir o PRP para um recipiente plastico rotulado
como PRP.

* Remova o PRP a partir de um ponto logo abaixo da metade do volume do PRP,
para garantir uma contagem plaquetaria consistente (A PARTE SUPERIOR
DO VOLUME POSSUI UMA MENOR CONCENTRAGAO DE PLAQUETAS EA
PARTE INFERIOR E MAIS CONCENTRADA).

« Tampe o recipiente.

» Deixe o recipiente repousar a temperatura ambiente.

Plasma Pobre em Plaquetas (PPP)

« Centrifugue o restante da amostra de sangue com PRP a 2.500 x g por 20
minutos.

» Utilize uma pipeta para transferir o PPP para um recipiente plastico rotulado
como PPP.

« Tampe o recipiente.

« Deixe o recipiente repousar a temperatura ambiente.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO [ [i]

Procedimento Rotineiro de Agregacao

OBSERVACAO: ESTE E UM PROCEDIMENTO GERAL. SIGAAS INSTRUCOES DE USO
FORNECIDAS PELO FABRICANTE DO AGREGOMETRO UTILIZADO.

Prepare um Branco para Cada Paciente

OBSERVACAO: CADA PACIENTE DEVE TER SEU PROPRIO BRANCO. O BRANCO
DE UM PACIENTE NAO PODE SER UTILIZADO PARA NENHUM OUTRO PACIENTE. O
BRANCO DO PACIENTE DEVE SER PREPARADO A PARTIR DAAMOSTRA DE PLASMA
POBRE EM PLAQUETAS (PPP) DO PROPRIO PACIENTE. SE O MESMO PACIENTE
ESTIVER SENDO TESTADO EM MULTIPLOS POCOS DE TESTE, O MESMO BRANCO
DESSE PACIENTE PODE SER UTILIZADO PARA ESSES POCOS.

+ Identifique um tubo de ensaio com a letra “B”, o niumero do poco de teste e a
identificacdo do paciente para marcar o Branco.

+ Pipete 250 uL de Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) no tubo de ensaio (NAO
ADICIONE A BARRA MAGNETICA).

* Reserve o tubo com o Branco para uso posterior.

» Repita os passos acima para cada paciente.

Preparar as Amostras

 Identifique de um a oito tubos de ensaio novos com a identificagdo do paciente
e o0 numero do pogo de teste.

« Coloque os tubos identificados no poco correspondente (n° 1 a 8) das cavidades
de incubagao com agitagéo.

« Adicione uma barra magnética a cada tubo de ensaio.

* Pipete 225 yL da amostra de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) em cada tubo
de ensaio nas cavidades de incubagdo com agitagdo (CERTIFIQUE-SE DE
QUE NAO HA BOLHAS).

» Selecione o cronémetro na tela para cada cavidade de incubagdo com agitagéo
em uso; a contagem regressiva para aquecimento sera iniciada.

* As amostras serdo incubadas a 37 °C durante o tempo predefinido.

» Ajuste a linha de base de 100% (Branco).

» Coloque o tubo de ensaio do Branco do paciente previamente preparado no
pogo de teste n° 1.

« Selecione BLANK para ativar o pogo de teste.

* O botdo BLANK mudara para START.

* Repita os passos acima para cada pogo de teste que for utilizado.

Iniciar o Teste

» Assim que o crondmetro atingir 0:00, pressione o botdo do crondmetro para
parar a incubagao em cada cavidade de amostra com agitagao.

« Transfira o tubo de ensaio da cavidade de incubagdo com agitagéo n° 1 para
0 pogo de teste n° 1.



FIGURA 1: AGREGAGAO NORMAL COM ADP

FIGURA 2: AGREGAGCAO ANORMAL COM ADP
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» Repita o passo acima para cada pogo de teste, certificando-se de que todos os tu- RESULTADOS

bos permanegam com o numero correspondente do pogo durante a transferéncia.

* Feche as guias da pipeta.

+ Selecione START para o pogo de teste n° 1.

» Pipete 25 pL do reagente diretamente no tubo de ensaio com Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) no pogo de teste n° 1 (NAO PERMITA QUE O REAGENTE
ESCORRA PELA PAREDE DO TUBO DE ENSAIO NEM QUE A PONTA DA
PIPETA QUEBRE A SUPERFICIE DAAMOSTRA).

« Selecione INJECT para o pogo de teste n° 1.

» Repita os passos acima para cada pogo de teste que estiver sendo utilizado.

+ O teste sera executado pelo tempo predefinido (OUTROS PROCEDIMENTOS
DE TESTE DE FABRICANTES DIFERENTES PODEM ESPECIFICAR TEMPOS
OU VOLUMES DIFERENTES).

A OBSERVACAO: UTILIZE UM DOADOR CONHECIDO COMO AMOSTRA CONTROLE.

CADA LABORATORIO DEVE ESTABELECER E VALIDAR SEU PROPRIO PROTOCOLO

DE TESTE E VERIFICAR O DESEMPENHO RESULTANTE DO SEU SISTEMA DE TESTE
(REAGENTES, INSTRUMENTO E PROTOCOLO DE TESTE).

CONTROLE DE QUALIDADE

Para estudos de agregacao plaquetaria, um doador conhecido deve ser testado da
mesma forma que o paciente para garantir o desempenho e a consisténcia do sistema
de teste. Um novo controle deve ser incluido em cada série de testes e, preferencial-
mente, com cada novo lote de reagente ou apés manutencdo do equipamento. Cada
laboratério deve definir seus intervalos aceitaveis para sua populagao de pacientes e
verificar o desempenho esperado do sistema de teste.

Os padrées de agregagao dos reagentes do Kit Combo AGG/PAK™ 5 s&o apresen-
tados nas Figuras 1 a 10.

REAGENTE DE ADP

Padroes tipicos de agregacéo induzidos pelo Reagente de ADP sao ilustrados nas
Figuras 1 e 2. Quando o Reagente de ADP é utilizado em uma concentragéo final de
20 pM, ele induz uma grande onda Unica de agregagao no Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) normal. Em concentragdes mais baixas, variando de 2 uM a 10 yM, duas ondas
distintas de agregacao podem ser observadas. A onda primaria € a resposta imediata
ao ADP exdgeno introduzido pelo reagente, enquanto a onda secundaria é decorrente
da liberacdo de ADP endogeno a partir do pool de armazenamento de nucleotideos
dentro das plaquetas.

Em algumas amostras normais de PRP, pode ser observada desagregagéo dependente
da concentragao, indicando uma resposta variavel a diferentes concentragdes de ADP.
Marcas de pico nas figuras indicam os pontos em que o reagente foi adicionado, for-
necendo referéncias claras para o momento da introdugdo do reagente e seus efeitos
no processo de agregagao.

REAGENTE DE ACIDO ARAQUIDONICO

Padrdes tipicos de agregacéo induzidos pelo Reagente de Acido Araquidénico sdo
ilustrados nas Figuras 3 e 4. Esses padrdes fornecem uma visdo abrangente de como
o reagente interage com o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) sob diferentes condigées.

A ingestdo de uma dose Unica de 600 mg de Aspirina tem um impacto significativo
na agregacéo plaquetéria, resultando na auséncia de agregacéo induzida por Acido



FIGURA 7: AGREGAGCAO NORMAL COM EPINEFRINA
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FIGURA 8: AGREGAGAO ANORMAL COM EPINEFRINA
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Araquidonico por até 5 dias, conforme demonstrado na Figura 5. Essa auséncia in-
dica que a Aspirina inibe efetivamente a resposta de agregagao, o que é crucial para
compreender suas propriedades anticoagulantes.

Além disso, um tempo de resposta prolongado pode ser observado por até 8 dias
apos a ingestao de Aspirina, conforme ilustrado na Figura 6. Esse tempo de resposta
prolongado refere-se ao atraso entre a adigio do Reagente de Acido Araquidénico e o
inicio da agregacéao, destacando o efeito prolongado da Aspirina na funcéo plaquetaria.

Marcas de pico nas figuras indicam os pontos em que o reagente foi adicionado,
fornecendo referéncias claras para o momento da introdugdo do reagente e seus
efeitos no processo de agregacéo.

REAGENTE DE COLAGENO

Padrées tipicos de agregacdo induzidos pelo Reagente de Colageno sdo ilustrados nas
Figuras 5 e 6, fornecendo uma representacéo detalhada dos efeitos do reagente no
Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Apos a adigdo do Reagente de Colageno ao PRP,
ocorre uma fase de laténcia inicial durante a qual nenhuma agregacéo é observada.
Apos essa fase de laténcia, plaquetas normais apresentam uma alteracéo de forma
perceptivel. Em seguida a alteracdo de forma, observa-se uma grande onda unica de
agregacdo, demonstrando a resposta robusta das plaquetas ao Reagente de Colageno.

Marcas de pico nas figuras indicam os pontos exatos em que o reagente foi adiciona-
do, fornecendo referéncias claras para o momento da introducédo do reagente e seus
efeitos no processo de agregacéo.

REAGENTE DE EPINEFRINA

Padrdes tipicos de agregagao induzidos pelo Reagente de Epinefrina sdo apresenta-
dos nas Figuras 7 e 8, oferecendo uma visdo abrangente de seus efeitos no Plasma
Rico em Plaquetas (PRP). Quando o Reagente de Epinefrina é adicionado ao PRP
normal, ele induz uma resposta bifasica caracterizada por duas ondas distintas de
agregagao. A primeira onda representa a resposta inicial das plaquetas ao reagente,
enquanto a segunda onda resulta da liberagao de agonistas plaquetarios adicionais a
partir dos granulos das plaquetas, amplificando ainda mais o processo de agregagao.

Essa resposta bifasica € uma caracteristica de amostras de PRP saudaveis, indicando
fungéo plaquetaria normal. Por outro lado, a agregacao anormal a Epinefrina é iden-
tificada quando a agregacao final é inferior a 30%, conforme mostrado na Figura 10.
Essa resposta reduzida pode indicar disfungédo plaquetaria ou outras anormalidades
hematoldgicas, fornecendo informagdes valiosas.

Indicadores de pico nas figuras marcam os pontos exatos em que o reagente € adicio-
nado, oferecendo referéncias claras para o momento da introdugéo do reagente. Esses
marcadores s&o essenciais para correlacionar a adigdo do Reagente de Epinefrina
com os padrdes de agregacao observados, permitindo uma analise precisa de seus
efeitos imediatos no processo de agregagao.

REAGENTE DE RISTOCETINA

Padrdes tipicos de agregacao induzidos pelo Reagente de Ristocetina séo apresen-
tados nas Figuras 9 e 10, fornecendo uma viséo detalhada dos efeitos do reagente
no Plasma Rico em Plaquetas (PRP). A agregacgao induzida por Ristocetina pode se
manifestar como uma resposta bifasica ou como uma unica grande onda de agregagao.
A onda primaria de agregacéo resulta da aglutinagdo das plaquetas mediada pelo
Fator de von Willebrand na presenga de Ristocetina. Em seguida, pode ocorrer uma
segunda onda devido a liberagdo de ADP enddgeno pelas plaquetas, contribuindo
ainda mais para o processo de agregacao.

Em pacientes sem disturbios hemorragicos, a administracdo de uma dose alta de
Ristocetina normalmente resulta em uma forte onda Unica de agregacgéo. Essa resposta
robusta é indicativa de fungéo plaquetaria normal e atividade adequada do Fator de
von Willebrand. Por outro lado, uma dose baixa de Ristocetina geralmente nao provoca
resposta nesses pacientes, pois a concentragdo mais baixa € insuficiente para induzir
agregacao plaquetaria significativa.

No entanto, uma resposta forte a uma dose baixa de Ristocetina sugere a presenga
de certos tipos de Doenca de von Willebrand. Em contraste, individuos normais sem
disturbios hemorragicos geralmente apresentam pouca ou nenhuma resposta a doses
baixas de Ristocetina

E essencial interpretar esses resultados de agregagao dentro do contexto clinico mais
amplo do paciente. Uma conclusdo definitiva deve ser estabelecida somente apds
testes adicionais e uma avaliacdo abrangente. As figuras incluem marcas de pico
que indicam os pontos exatos de adi¢do do reagente, fornecendo referéncias claras
para compreender o momento da introducdo do reagente e seus efeitos imediatos
no processo de agregagao.

VALORES ESPERADOS
Cada laboratério deve estabelecer seus proprios intervalos esperados e caracteristi-
cas de desempenho para este reagente nas concentracdes utilizadas para induzir a
agregacéo plaquetaria. Esses intervalos devem ser determinados utilizando a instru-
mentacdo, os procedimentos, os intervalos de referéncia e a populagéo de pacientes
especificos do laboratdrio.

Aliteratura publicada relata que o Reagente de ADP normalmente produz uma resposta
de Agregacéo Final na faixa de 69-91% e uma Fase de Laténcia de 215 segundos;
o Reagente de Acido Araquidénico normalmente produz uma resposta de Agregacao
Final na faixa de 61-93% e uma Fase de Laténcia de 225 segundos; o Reagente de
Colageno normalmente produz uma resposta de Agregagao Final na faixa de 66-92%
e uma Fase de Laténcia de 261 segundos; o Reagente de Epinefrina normalmente
produz uma resposta de Agregacao Final na faixa de 54—-92%; e a resposta de Agre-
gacédo Final do RIPA na faixa de 67-95%, sob condi¢des padrao de teste. Este intervalo
baseado na literatura é fornecido apenas como informacdo geral; os laboratérios
devem verificar e estabelecer seus préprios intervalos esperados antes do uso clinico.



LIMITAGOES

Na agregometria por transmisséo de luz, a presenga de hemacias no PRP causara
redugdo na agregacao observada. A presenga de plaquetas no PPP causara aumento
da agregacao final. Resultados espurios podem ocorrer se a contagem de plaquetas
no PRP for inferior a 75.000 plaquetas/cumm. A contagem de plaquetas no PRP s6
pode ser realizada pelo método de hemocitdmetro. Amostras comprometidas devem
ser rejeitadas.

Se os resultados forem anormais, o teste deve ser repetido em outra ocasido. Cada
laboratério deve estabelecer intervalos de referéncia adequados a populagdo que
atende e as concentragdes especificas dos reagentes utilizados.

TABELA 2: RESULTADOS DE ADP, ACIDO ARAQUIDONICO, COLAGENO,
EPINEFRINA E RISTOCETINA OBSERVADOS EM DEFEITOS DA FUNGAO
PLAQUETARIA

DEFEITO REAGENTE ADP AC'D(.’ REAGENTE
ARAQUIDONICO COLAGENIO

DO TIPO ASPIRINA l ou N l ou N l
TROMBASTENIA l l l l l
DOENCA DE ARMAZENAMENTO l l l
DOENGA DE VON WILLEBRAND N N N
SINDROME DE BERNARD-SOULIER N N N

G REAGENTE REAGENTE

EPINEFRINA RISTOCETINA
DO TIPO ASPIRINA Joun Joun
TROMBASTENIA 11 N
DOENGA DE ARMAZENAMENTO l l ou N
DOENGA DE VON WILLEBRAND N l l
SINDROME DE BERNARD-SOULIER N l l
1 = Agregagao Reduzida Resultante de uma Diminuig&do ou Auséncia da Onda Secundaria

1 | =Agregagéo Reduzida Resultante de uma Diminuigéo ou Auséncia das Ondas Priméria e Secundéria

N = Resposta Normal

DESEMPENHO ANALITICO

A agregagéo plaquetaria, induzida por reagentes comumente utilizados como ADP,
Acido Araquiddnico, Colageno, Epinefrina e Ristocetina, € um sistema de teste nao
linear. As respostas sdo baseadas na diferenga na transmissado de luz entre o Plas-
ma Rico em Plaquetas (PRP) e o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) do paciente e,
portanto, os resultados sdo Unicos para cada paciente. Certos parametros sdo mais
propensos a nao linearidade do que outros. Estes incluem a fase de laténcia, inclinagao
primaria, inclinagdo secundaria, resposta bifasica e desagregagéo. A ndo linearidade
é causada por diversos fatores, como a quimica da reacédo e a instrumentacédo. A
agregagao plaquetaria expressa a taxa de resposta ou atividade e ndo quantifica os
reagentes ou suas concentragoes.

Na agregagao plaquetaria, a exatiddo & um parametro relativo e depende do sistema
de teste. As limitages da agregagao plaquetaria dificultam a definicdo de faixas tipicas
de precisao ou reprodutibilidade.

Avariabilidade na linearidade, precisao e reprodutibilidade dos resultados em sistemas
de teste baseados em reagentes de ADP, Acido Araquiddnico, Colageno, Epinefrina e
Ristocetina é reconhecida por diversas organizagdes de padronizagdo. O coeficiente
de variagdo (CV) comumente aceito é de * 15%.

menor que = 7,5%
menor que + 15,0%
menor que + 10,5%
menor que + 12,5%

Reprodutibilidade entre Testes:
Reprodutibilidade entre Equipamentos:
Variabilidade entre Lotes de Reagente:
Entre Laboratdrios (Sistema a Sistema):
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