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Resumo

A crescente relevancia da transfusao sanguinea na pratica veterinaria tem impulsionado o
desenvolvimento e a otimizacao de metodologias laboratoriais voltadas para a producao de
componentes especificos do sangue, como o crioprecipitado (CP) e o criosobrenadante (CS).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficacia de um
protocolo ajustado para o processamento de crioprecipitados caninos, com base na analise de
parametros hemostaticos em trés tipos de fracdes plasmaticas: plasma fresco congelado, CP e CS.

Foram analisadas 90 amostras obtidas de 30 caes dadores clinicamente sauddveis, recolhidas e
processadas entre outubro de 2024 e fevereiro de 2025. A investigacao centrou-se na quantificacao dos
fatores de coagulacao |, V, VII, Vlll e IX, assim como na determinacao dos tempos de protrombina (TP) e
tromboplastina parcial ativada (aPTT). A andlise estatistica foi conduzida com recurso a testes ¢ de
Student ou de Wilcoxon, conforme a distribuicao dos dados, tendo sido considerado um nivel de
significancia de 0,05.

Os dados revelaram uma concentracao significativamente mais elevada de fibrinogénio no CP
(p<0,001), indicando uma recuperacao eficiente deste fator. No entanto, observou-se também valores
elevados dos fatores V, VIl e IX neste mesmo componente, o que contraria o que é tradicionalmente
descrito na literatura cientifica. Ja o fator VIl nao apresentou variacoes estatisticamente relevantes
entre os diferentes componentes analisados.

Estes resultados sugerem possiveis limitacoes no protocolo implementado, nomeadamente
associadas ao descongelamento do plasma a temperatura ambiente, a auséncia de uma etapa de
centrifugacao subsequente e a utilizacao de reagentes concebidos para matriz humana, cuja adequacao
a amostras de origem canina podera ser questionavel.

Concluimos que os dados obtidos indicam que o protocolo testado nao permite uma separacao
eficaz e seletiva dos fatores de coagulacao desejados, comprometendo a qualidade funcional do CP
produzido. Assim, torna-se imprescindivel ajustar os procedimentos técnicos as normas reconhecidas
para a producao de componentes plasmaticos de uso veterindrio, nomeadamente assegurando o
controlo preciso da temperatura, a realizacao de centrifugacao adequada e a utilizacao de reagentes

validados para a espécie animal em questao.

Palavras-chave: Componentes plasmaticos caninos, crioprecipitado, fatores da coagulagao,

processamento, controlo de qualidade



Abstract

The increasing importance of blood transfusion in veterinary practice has led to the development
and optimisation of laboratory methodologies for the production of specific blood components, including
cryoprecipitate (CP) and cryosobrenadant (CS).

In this context, the main objective of this study was to evaluate the effectiveness of an adjusted

protocol for processing canine cryoprecipitate. This was based on the analysis of haemostatic
parameters in three types of plasma fractions: fresh frozen plasma, CP and CS.
A total of 950 samples were obtained from 30 clinically healthy donor dogs, with collection and processing
occurring between October 2024 and February 2025. These samples were then analysed. The research
focused on the quantification of coagulation factors I, V, VII, VIIl and IX, as well as the determination of
prothrombin (PT) and activated partial thromboplastin (aPTT) times. Statistical analysis was conducted
utilising Student's t-tests or Wilcoxon tests, depending on the distribution of the data, with a significance
level of 0.05.

The datarevealed a significantly higher concentration of fibrinogen in the CP (p < 0.001), indicating

efficient recovery of this factor. However, high values of factors V, VIl and IX were also observed in this
same component, which goes against what is traditionally described in scientific literature. Factor VI
exhibited no statistically significant variations between the different components analysed.
These results suggest possible limitations in the protocol implemented, namely those associated with
thawing the plasma at room temperature, the absence of a subsequent centrifugation step and the use
of reagents designed for human matrix, whose suitability for samples of canine origin may be
questionable.

It is concluded that the data obtained indicates that the protocol tested does not allow for
effective and selective separation of the desired coagulation factors. This has the potential to
compromise the functional quality of the CP produced. It is therefore essential to adjust the technical
procedures to the recognised standards for the production of plasma components for veterinary use, in
particular by ensuring precise temperature control, appropriate centrifugation and the use of reagents

validated for the animal species in question.

Keywords: blood coagulation disorders, dogs, PFC, coagulation factors, cryoprecipitate, quality control
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1. Introducao

Nos dltimos anos, os animais de companhia tém despertado um interesse crescente na medicina
veterindria, o que culmina num maior cuidado relativamente as suas necessidades de saide e bem-estar
(1). Essa mudanca de paradigma tem impulsionado avancos significativos na medicina veterindria, com
destaque para o ramo da medicina transfusional. Este campo tem adquirido cada vez mais relevancia,
especialmente no que diz respeito a administracao seletiva de diferentes componentes sanguineos. O
aumento do foco nesta drea da medicina transfusional veterindria reflete uma evolucao ampla no
tratamento e cuidado nos animais(2).

Nas ultimas décadas, a medicina de transfusao veterindria tem sido alvo de elevado interesse,
culminando no estabelecimento de Bancos de Sangue Animal como forma de atender a crescente
procura por componentes sanguineos veterinarios de qualidade (3).

No cendrio atual, é possivel, a partir de sangue total, obter diversos produtos sanguineos, incluindo
concentrados de eritrécitos (CE), plasma fresco congelado (PFC), concentrado de plaguetas,
crioprecipitado (CP) e criosobrenadante (CS). Esses produtos desempenham um papel crucial no suporte
terapéutico de variadas condigdes clinicas em animais de companhia, como caes e gatos (4,5).

Dessa forma, surgiu a necessidade de expandir o conhecimento sobre os tipos sanguineos, critérios
de compatibilidade e protocolos padronizados, com o objetivo de minimizar os riscos associados a essa
area da medicina transfusional. Paralelamente, a producao e utilizacao de componentes sanguineos,
como o CP, tém despertado interesse devido ao seu papel no tratamento de deficiéncias em fatores de
coagulacao (6).

0 CP é um concentrado rico em fibrinogénio, fator VIII (FVIII) e fator de von Willebrand (FvW),
amplamente utilizado na medicina humana e, mais recentemente, na veterinaria. Apesar disso, ha
diferencas importantes entre os processos de obtencao, qualidade e eficacia do CP em caes. Essas
diferencas refletem nao sé as caracteristicas fisioldgicas especificas de cada espécie, mas também os
desafios técnicos associados ao processamento e armazenamento desses componentes sanguineos
(7).

Esta tese encontra-se organizada de forma a proporcionar uma visao sequencial e integrada do tema
em estudo. Inicia-se com a descricao detalhada de todo o procedimento desde a dadiva de sangue canina
até a obtencao de CP’s, incluindo uma breve comparacao entre os procedimentos aplicados em medicina
humana e veterindria. Seque-se a apresentacao da metodologia com énfase nas etapas experimentais e

no tratamento estatistico dos dados, os quais sao posteriormente discutidos a luz da literatura cientifica
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atual. Por fim, as conclusdes sintetizam os principais contributos deste estudo e indicam perspetivas

para futuros estudos.

1.1. Dadiva de Sangue Canina

A dadiva de sangue canina desempenha um papel crucial na medicina transfusional veterindria,
sendo uma pratica indispensdvel para o tratamento das mais diversas condices clinicas, como anemias,
traumas e disturbios na coagulacao. De modo a garantir a seguranca e eficacia desse procedimento,
tanto para o dador como para o recetor, é essencial estabelecer critérios rigorosos de aceitacao para os
caes dadores (8).

Em primeiro lugar, os caes dadores devem cumprir determinados requisitos, nomeadamente, ter
idade compreendida entre 1 e 8 anos de idade e apresentar peso minimo de 22,7 kg (correspondente a
50Ib, valor frequentemente referido na literatura). A idade minima para um cao ser dador é de 12 meses,
visto que durante os primeiros meses de vida, o sistema circulatdrio e imunoldgico do animal ainda nao
esta completamente maduro, o que pode aumentar os riscos associados a colheita de sangue. (8,9).

Para garantir a elegibilidade de um cao como dador de sangue, além dos parametros anteriormente
referidos, é essencial garantir que o nivel de hemoglobina seja superior a 13g/dL, assegurando o nao
desenvolvimento de anemia em consequéncia da dadiva. Para além disso, o cao deve ser clinicamente
saudavel, ou seja, nao apresentar sinais de doencas infeciosas, estar vacinado e desparasitado, nao
tomar qualquer medicacao além dos desparasitantes, nao ter histdrico de doencas graves, nao
apresentar sopro cardiaco e nunca ter recebido transfusaes (10).

Previamente a dadiva de sangue propriamente dita, procede-se a colheita de amostras para dois
tubos principais: um tubo de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e um tubo sem anticoagulante. O
tubo com EDTA é utilizado para a realizacao de testes de tipificacao sanguinea, essenciais para garantir
a compatibilidade transfusional e para analises hematoldgicas como hemograma completo. Por sua vez,
o tubo sem anticoagulante é destinado a andlises bioquimicas, incluindo a avaliacao das funcoes
hepatica, renal e de eletrdlitos. Além disso, também sao realizados exames de screening de doencas,
nomeadamente testes por reacao em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), a partir do tubo de
EDTA, e seroldgicos através da amostra colhida no tubo sem anticoagulante, para descartar a presenca
de infe¢des transmissiveis como hemoparasitoses e doencas virais (11,12). No caso das fémeas, ndo sao
elegiveis as que estejam gestantes ou lactantes, sendo preferivel que se encontrem fora do ciclo
reprodutivo ou ja esterilizadas. Caso os anteriores critérios sejam cumpridos, procede-se a colheita de

amostras de sangue para analise laboratorial e, de seguida, para a dadiva de ST(13,14).
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O processo de triagem comeca com uma entrevista detalhada realizada ao tutor do animal, na qual
sao questionados o histdrico clinico, a vacinacao e os tratamentos prévios. Em sequida, o médico
veterindrio responsavel realiza um exame fisico completo, avaliando a condicao geral do cao e
identificando possiveis contraindicacoes. Apds concluir a etapa de triagem, o cao é submetido a colheita
de sangue, que é realizada preferencialmente na veia jugular, por ser de facil acesso e oferecer um maior
fluxo sanguineo e rapidez na dadiva (13,15).

A colheita de sangue é realizada sem sedacao, o que reforca aimportancia de avaliar previamente o
temperamento do animal. Caes ddceis e que toleram bem a manipulacao sao mais adequados para este
procedimento, pois isso reduz orisco de complicacGes e garante a seguranca quer do animal quer de toda
a equipa envolvida no processo de dadivas. Além disso, a leitura do microchip de cada animal é efetuada
no momento da dadiva, assequrando a identificacao correta do dador. (13,16).

Em humanos, o volume de sangue colhido durante uma dadiva varia entre 10-15% do volume total
de sangue do dador. Para um adulto médio de aproximadamente 50 kg, isso corresponde a uma dadiva
de 450mL +10 %. Relativamente aos sinais vitais, a pressao arterial sistdlica deve ser mantida acima de
75 mmHg, ja que valores inferiores podem provocar uma reacao sincopal, caracterizada por perda de
consciéncia, com ou sem convulsdes (17,18).

Apesar do peso ser inferior ao dos humanos, os caes apresentam uma maior tolerancia a colheitas
de sangue em volumes semelhantes. Um estudo realizado na Universidade de Ohio, nos Estados Unidos,
avaliou as reacoes de 19 galgos com pesos variando entre 27 e 41kg, apds a dadiva de cerca de 450mL
de sangue. Esse volume corresponde a aproximadamente 17-22% do volume total de sangue dos caes.
Os resultados mostraram que, ap6s a dadiva, a pressao sistdlica dos animais apresentou uma variacao
nao significativa, de 145 mmHg para 134 mmHg, sem resultar em quaisquer efeitos adversos relevantes

(19).

1.2. Sistema de Colheita de Sangue Total Canino

A colheita de sangue canino envolve técnicas e equipamentos especificos que garantem tanto a
seguranca do dador quanto a qualidade do sangue colhido. Para este procedimento, recorre-se a um

sistema fechado quadruplo de sacos (Figura 1) (20-22).
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Figura 1 Diagrama do sistema de sacos quadruplos
1) Bolsa de colheita de ST 2) Saco de ST apGs passar ou ndo pelo filtro de leucorreducao (LR). As linhas tracejadas representam os locais
onde o filtro pode ser removido assepticamente e as tubuladoras podem ser unidas de forma asséptica. O saco 2 é centrifugado e retém a

porcao de eritrgcitos concentradas na parte inferior e o PFC na parte superior. 3) Apés a centrifugacao, o PFC é expelido do saco 2 para o
saco 3. 4) Para a preservacao dos eritrcitos concentrados no saco 2, é adicionada uma solucao preservante (saco 4) (21)

Este sistema, a semelhanca do utilizado em humanos, inclui multiplos sacos para o processamento
de componentes em ambiente fechado, o que minimiza o risco de contaminacao bacteriana, pois impede
que o sangue seja exposto ao ambiente tanto durante a colheita como aquando do processamento
(8,20).

Um dos sacos (1) é projetado para colher 45050 mL de sangue em 63 mL de solucdo
anticoagulante a bhase de citrato-fosfato-dextrose (CPD) na proporcao de 1:9. O CPD, apresenta uma
validade de 21 dias sendo que, juntamente com a adicao de uma solucao aditiva salina composta por
adenina, glicose e manitol (SAG-M) (4) permite prolongar a viabilidade dos eritrdcitos até 42 dias

(8,10,16,20,23).

1.3. Processamento de Sangue Total Canino

O ST deve ser processado, idealmente, dentro de 8 horas ap06s a colheita, para garantir a maxima
qualidade dos componentes produzidos. No entanto, nem sempre é possivel realizar esse
processamento de forma imediata. Nas situacoes em que esse intervalo de tempo colheita-
processamento, nao consiga ser assegurado, o sangue pode ser armazenado em diferentes
temperaturas, dependendo do objetivo: para a obtencao de plaquetas (PLT), ele deve ser mantido a

temperatura ambiente (20-24°C), caso contrdrio, deve ser armazenado a 4°C. Com base no produto



desejado, a velocidade e a temperatura de centrifugacao sao ajustadas para otimizar o processamento
(24,25).

As transfusoes de produtos sanguineos sao amplamente utilizadas, mas nao estaoisentas deriscos.
Até 2016, estimava-se que entre 3,3% e 28% dos caes submetidos a transfusoes apresentavamreacoes
transfusionais. Para minimizar essas reacoes adversas, mais de 20 paises adotaram a LR, um processo
gue reduz significativamente a quantidade de leucdcitos no sangue doado (10,21).

A presenca de leucdcitos no sangue estd associada a libertacao de citocinas durante o
armazenamento, o que pode resultar em reacoes transfusionais. A LR, especialmente quando realizada
antes do armazenamento, reduz significativamente a concentracao dessas citocinas, diminuindo o risco
de inflamacao nos recetores. Embora nao elimine completamente as reacoes adversas, esse processo
aumenta consideravelmente a seguranca das transfusoes, sendo amplamente utilizado em bancos de
sangue humano e gradualmente adotado nos bancos de sangue animal (26,27).

O processamento de unidades de sangue caninas apresenta diversas semelhancas com o processo
realizado em humanos, sendo a drea veterindria amplamente inspirada e adaptada dos procedimentos
utilizados na medicina humana. Tal como nos humanos, o ST é colhido utilizando sistemas de colheita
comercialmente preparados, através de um procedimento de venopuncao asséptica (20).

Cada unidade contém aproximadamente 450-500mL de ST, com uma variacao de até 10%,
considerando o volume do anticoagulante presente no saco de colheita. O volume de sangue colhido é
estimado com base no peso, sendo que a densidade especifica do ST a 372C é de 1,053 g/mL. O volume
minimo aceitdvel para colheita é de 300mL sendo que, nestes casos, o PFC é descartado, pois contém
excesso de anticoagulante. Perante volumes inferiores, a unidade é totalmente descartada sendo
considerada como uma dadiva de sangue sem aproveitamento (10,16).

Posteriormente a etapa da desleucocitacao, a unidade de ST € sujeita a uma centrifugacao de modo
a obter os diferentes componentes sanguineos: CE, plasma rico em plaquetas (PRP), concentrados de
plaguetas, PFC, plasma congelado (PC), CP e CS (8,20).

O processamento do ST nos diferentes componentes pode ser realizada de varias formas, desde um
processo maioritariamente manual apds a centrifugacao até a processos automatizados (8,14,24).

O processo manual para a separacao do PFC do CE consiste no uso de um expressor de PFC que é
composto por uma plataforma com uma mola que aplica uma pressao distribuida de forma igualitaria
sobre a unidade de ST apds a centrifugacao. Desta forma, a correta separacao PFC/CE é da total
responsabilidade do operador que consegue controlar este processo abrindo/fechando as tubuladoras
(8,24).



Apds a separacao, procede-se a adicao da solucao nutritiva de SAG-M. Esta também pode ser
adicionada manualmente e, para isso, quebra-se a valvula do saco da mesma e transfere-se para o CE
garantindo uma mistura homogénea. Desta forma, obtém-se uma unidade de CE e uma unidade de PFC
(814).

A evolucao da automacao resultou no desenvolvimento de dispositivos semiautomatizados de nova
geracao, como o CompoMat G5 (Fresenius Kabi), que promove uma maior padronizacao dos processos.
Este dispositivo destaca-se por realizar todo o processo de separacao de componentes sanguineos de
forma auténoma e eficaz. Este equipamento utiliza duas prensas que se movem de forma independente
para transferir os diferentes componentes sanguineos para os sacos satélite tendo também a

capacidade de abrir automaticamente as canulas do sistema CompoFlow (28,29).

1.4. Componentes sanguineos Caninos

O ST, através de técnicas de processamento, pode ser separado em diferentes componentes
sanguineos, permitindo terapias mais especificas e eficazes. Os principais componentes sanguineos
incluem o CE, 0 PFC, PLT,CP e CS (30).

A obtencao de componentes sanguineos caninos envolve processos de centrifugacao adaptados,

cada um ajustado conforme a necessidade de isolar os componentes especificos do sangue (Tabela 1)

(24,31).

Tabela 1- Condicoes de separacao para obtencao de diferentes produtos sanguineos a partir de ST

. . . . Forca centrifuga relativa
Produto inicial Produtos finais Configuragdes
gurag (RCF)'e Tempo
RBCe PFC Centrifugacao forte, 42C 5000g, 7 minutos

Centrifugagao suave,

ST RBCe PRP 2000g, 3 minutos

209C
Centrif ao fort
Buffy - coat PFC e RBC e “;gfgo orte. 5000g, 7 minutos
Plasmarico em Centrif ao fort
! PLTePFC eniitigacao torte, 5000g, 7 minutos
plaguetas 20eC
Camada PI tasd d Centrif do ext
5 aquetas acalm.a a entrifugacdo extra 700g, 5 minutos
leucoplaquetdria leucoplaquetaria suave, 20°C

'forca aplicada ao produto sanguineo durante a rotagao num ponto especifico no tempo e é diretamente influenciada pelo
raio do rotor da centrifuga emuso.
PFC - plasma fresco congelado; PLT - plaquetas; PRP- plasma rico em plaquetas; RBC - eritrécitos.



O CE é obtido através da centrifugacao a elevada RFC da unidade de ST, o que permite a separacao
eficaz dos eritrdcitos. Esse componente possui uma alta concentracao de eritracitos, fundamentais para
o transporte de oxigénio aos tecidos, sendo indicado principalmente no tratamento de anemias graves
ou em situacoes de perda significativa de sangue. A vida util destas células estende-se até 42 dias, desde
gue seja armazenado a temperaturas controladas entre 1°C e 6°C (20,32).

Em relacao ao PFC, a sua classificacao é geralmente dividida em duas categorias principais,
consoante o intervalo de tempo entre a colheita e o processamento. O PFC é obtido quando a separacao
ocorre até 8 horas apds a colheita do ST, sendo posteriormente congelado a uma temperatura igual ou
inferior a -18°C, podendo ser armazenado nestas condi¢des por um periodo maximo de 12 meses. Esse
tipo de PFC é particularmente rico em fatores de coagulacao e proteinas plasmaticas, como a albumina,
sendo amplamente utilizado no tratamento de disturbios hemorragicos, como doencas hepaticas ou
deficiéncia congénita ou adquirida de fatores de coagulacao especificos (16,32,33).

Por suavez, as PLT caninas podem ser obtidas através de dois métodos. No primeiro sao isoladas
através de um processo de centrifugacao a uma velocidade inferior a aplicada para a obtencao dos
eritrocitos e o PFC. Inicialmente, obtém-se 0 PRP, que pode ser submetido a uma segunda centrifugacao,
formando o concentrado de plaquetas. Este é especialmente importante para o tratamento de condic6es
como trombocitopenia grave ou disfuncao plaquetdria, especialmente em contextos de hemorragia
ativa. Para assegurar a viabilidade e funcionalidade das PLT, o concentrado de plaquetas deve ser
armazenado a temperatura ambiente (entre 20°C e 24°C), sob agitacao constante. A sua utilizacdo é
recomendada num intervalo maximo de 5 dias apds a colheita, em virtude da rapida degradacao
funcional das PLT (32,34).

Adicionalmente, um método amplamente utilizado na Europa para a obtencao de PLT é o da
camada leucocitaria que envolve uma centrifugacao inicial da unidade de ST. Nesse método, o PFC é
retirado e a camada de células entre 0o PFC e 0 CE, ricaem PLT, é isolada. ApGs essa separacao, a camada
é novamente submetida a uma centrifugacao a fim de eliminar potenciais contaminacoes por eritrdcitos,
resultando num sobrenadante que corresponde ao concentrado de plaquetas. Comparando os dois
métodos, o primeiro pode resultar numa ativacao precoce das PLT, pelo que o método do BC apresenta
mais vantagens, pois uma vez que as PLT sao sujeitas a apenas uma centrifugacao, a ativacao das
mesmas acaba por ser reduzida (31,35).

Sistematizando, cada componente sanguineo canino tem processos especificos de preparacao e
armazenamento, que garantem a sua eficacia e aplicabilidade clinica, atendendo as diversas

necessidades de tratamento de disttrbios sanguineos e de coagulacao (32).
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1.5. Componentes Plasmaticos Caninos

O processamento do PFC é essencial na medicina veterindria, permitindo a criacao de
componentes sanguineos que desempenham papéis criticos no tratamento de diversas condicoes
clinicas, particularmente aquelas que envolvem problemas hemorragicos, imunoldgicos ou metabdlicos.
A riqueza do PFC em proteinas e fatores de coagulacao especificos possibilita a obtencao de derivados
altamente eficazes e direcionados, como o CP e o CS, cujos usos terapéuticos sao bem estabelecidos: o
CP é indicado para o tratamento da hemofilia A, doenca de von Willebrand e hipofibrinogenemia,
enquanto o CS é utilizado em casos de hemofilia B, deficiéncias hereditarias dos fatores Il, VI, X e XI,
deficiéncia de vitamina K, hipoproteinemia e hipoglobulinemia (36).

Caso a unidade de ST seja processada ap6s um intervalo de 8 horas ou quando o PFC ultrapassar
um ano de armazenamento, considera-se PC. Embora o PC tenha uma reducao nos niveis de alguns
fatores de coagulacao, como os labeis, ele ainda é visto como uma valiosa fonte de albumina e
imunoglobulinas, sendo indicado principalmente para o tratamento de hipoalbuminemia e para suporte
imunoldgico. Ambos os tipos de plasma devem ser armazenados a temperaturas nao superiores a -18°C
para garantir a sua eficacia (37,38).

No contexto veterindrio, estudos recentes indicam que a principal finalidade da administracao de
produtos plasmaticos é contornar disturbios da coagulacao, embora estejam documentados outros usos
que incluem o aumento dos niveis de albumina em caninos doentes com hipoproteinemia e o
fornecimento de imunoglobulinas (39-41).

O PFC quando processado adequadamente, pode ser utilizado para a producao de CP e CS, que
possuem indicacoes especificas dependendo do tipo de condicao clinica a ser tratada. A obtencao de CP
e CS baseia-se no controlo preciso do descongelamento do PFC a temperaturas entre 1°C a 62C, até que
o PFC adquira uma consisténcia pastosa, com a presenca de alguns cristais de gelo. Independentemente
do método utilizado, a fase sequinte consiste numa centrifugacao controlada, que permite a formacao de
um precipitado branco no PFC descongelado, rico em proteinas insoldveis a frio,nomeadamente, o FVII|,
o FvW, o fibrinogénio e o fator XIIl (FXIIl). Embora a técnica bdsica permaneca a mesma, diferentes
adaptacoes foram estudadas para otimizar a obtencao desses componentes, garantindo maior
rendimento e qualidade no produto final (42,43).

Os métodos utilizados para obter CP tém tanto pontos em comum como diferencas naforma como

sao aplicados. O método de Mason (Continuous-Thaw-Siphon), por exemplo, baseia-se no uso de um



banho-maria com temperatura mantida entre 4-62C para permitir um descongelamento gradual, o que
facilita aremocao do CS e melhora a concentracao dos fatores desejados. Por outro lado, alguns estudos
compararam o efeito do banho-maria e da refrigeracao, concluindo que temperaturas mais elevadas
preservam melhor o FVIII e o fibrinogénio, enquanto a refrigeracao, por ser mais lenta, pode reter mais
proteinas, mas com menor eficacia na separacao do CP. O método aprimorado de 7haw-Siphontrouxe
melhorias ao processo, ajustando o tempo de sifonagem e a disposicao das bolsas, o que resultou numa
melhor uniformidade na concentracao dos fatores de coagulacao. Apesar das diferencas entre os
métodos, todos tém o mesmo objetivo de maximizar o rendimento e a qualidade do CP (44-47).

Apds a remocao do CP do PFC previamente congelado e descongelado, obtém-se o CS. Este
produto apresenta uma deficiéncia significativa de FVIII, FXIII, fibrinogénio e FvW mas retém a albumina
e pode ser utilizado como fonte de fatores de coagulacao dependentes da vitamina K (fatores II, VII, IX,
X) (36,48).

O principal objetivo é obter um produto final com elevada concentracao de fatores de coagulagao
essenciais no tratamento de disturbios hemorrdgicos. De salientar que todo esse processo requer um
controlo rigoroso das condicoes de armazenamento, que devem permanecer inferiores a -182C de modo

a assegurar a qualidade e a eficacia dos componente sanguineos até a sua utilizacao (49).

1.6. Controlo de qualidade dos componentes sanguineos

Com a terapia com componentes sanguineos a tornar-se um padrao na medicina transfusional em
todo o mundo, a garantia da seguranca dos componentes sanguineos é fundamental e deve ser uma
prioridade para os bancos de sangue. Para isso, é essencial avaliar a presenca de doencas infeciosas no
animal dador e realizar a tipificacao sanguinea, garantindo maior compatibilidade na transfusao. Além
disso, no momento da transfusao, testes de crossmatching sao realizados para reforcar a sequranca do
procedimento (50).

A garantia da qualidade foi desenvolvida para monitorizar variacdes nos processos de fabricacao
e na qualidade dos produtos, assegurando que se cumprem os critérios estabelecidos nas etapas de
producao. A importancia da qualidade no sistema de transfusao é evidenciada nos padroes da American
Association of Blood Banks e da Sociedade Italiana de Medicina Transfusional e Imuno-hematologia.
Além disso, a implementacao de um programa de garantia da qualidade é obrigatdria e regulamentada
pelas atuais Boas Praticas de Fabricacao da Food and Drug Administration nos Estados Unidos, e na

Europa, pelas diretivas 2002/98/EC e 2005/62/EC do Parlamento Europeu, que devem ser sequidas
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por todos os estados-membros. Esses regulamentos tém como objetivo uniformizar e aplicar as
diretrizes gerais de qualidade da norma ISO 9001, estabelecida pela /nternational Organization for

Standardization,ao contexto dos bancos de sangue, assegurando a eficacia e a sequranca dos processos

(51-54).

1.6.1. Concentrado de eritrocitos

O controlo de qualidade é essencial para garantir a seguranca e eficacia dos componentes
sanguineos. Enquanto nas analises hematoldgicas e infeciosas se avalia a saude e a condicao fisica do
dador, no processamento o controlo de qualidade tem como objetivo validar todos os processos
envolvidos, assegurando que a unidade de eritrdcitos se mantémintegra e que todos os protocolos foram
corretamente sequidos. Isto inclui, entre outros, a verificacao dos cuidados no manuseamento das
unidades, a proporcao adequada de SAG-M e a garantia da esterilidade durante todo o processo. A
realizacao deste controlo nao so assegura a qualidade do produto final, mas também a seguranca dos
caninos doentes que irao receber o componente sanguineo, tornando-se, assim, um passo fundamental
para o sucesso da medicina transfusional (24,55).

O controlo de qualidade deste componente sanguineo inicia-se com a realizacao do rastreio de
doencas infeciosas, garantindo que o produto é mantido em quarentena até que todos os testes sejam
concluidos e apresentem resultados negativos. Além disso, sao implementados varios procedimentos
adicionais de controlo de qualidade, tais como inspecao visual, medicao da hemoglobina total e do
sobrenadante, avaliacao do hematdcrito e da percentagem de hemdlise. Tendo em conta o volume de
amostras processadas por dia, estas medices sao realizadas em 20% das unidades produzidas (56,57).

Para arecolha de amostras, as unidades de CE sao suavemente homogeneizadas, garantindo uma
amostra representativa dos componentes. Numa camara de fluxo laminar classe I, colhe-se
assepticamente uma aliquota de 3mL através de uma conexao estéril. Essa amostra é, entao, analisada
para determinar a hemoglobina total e a sobrenadante, bem como o hematdcrito e a percentagem de
hemdlise.

0 hematdcrito é determinado através da centrifugacao em micro hematdcrito (Centrifuga de mesa
de alta velocidade BKC-TH16B, BIOBASE GROUP Lu ICP, China) e a hemoglohina total é determinada
com recurso a um analisador especifico (Hb 201 System, HemoCue Inc., Califérnia, EUA), seguindo o
protocolo do fabricante. Apds a centrifugacdao (Centrifuge IEC Centra CL3R, Thermo Scientific,

Massachusetts, EUA), a hemoglobina sobrenadante é analisada por espetrofotometria, utilizando um
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equipamento concehido para a detecao de valores baixos de hemoglobina (Plasma Low Hb, HemoCue
Inc., Califdrnia, EUA), sequindo as instruces do fabricante (57).

A percentagem de hemdlise é calculada através da sequinte formula (56):

% de hemdlise = Hemoglobina do sobrenadante (g/L) x (100 - PCV) / Hemoglohina total (g/L).

Adicionalmente, é realizada uma cultura bacteriana para garantir a sequranca do produto. Para
isso, sob condicoes estéreis, adicionam-se 2,5mL de CE em frascos de cultura aerdbica que contém um
meio de crescimento especifico. Posteriormente, os frascos sao colocados a incubar a 37°C e

monitorizados continuamente durante um periodo de sete dias (24,58,59).

1.6.2. Plaquetas Frescas

As PLT desempenham um papel fundamental na hemostasia primdria e, além da sua funcao
hemostatica, estao envolvidas em processos como angiogénese, reparacao tecidual, inflamacao e
metastizacao. Além disso, sao essenciais na preservacao da integridade vascular em vasos sanguineos.
(34,60).

Devido a sua natureza bioldgica e ao curto tempo de conservacao, as PLT representam um desafio
particular no controlo de qualidade, uma vez que devem ser armazenadas entre 20 e 24°C, sob agitacao
constante, para manter a sua viabilidade funcional. Contudo, essas mesmas condic6es que preservam a
sua eficacia também favorecem a proliferacao bacteriana, tornando essencial um controlo rigoroso para
garantir a sequranca transfusional (34,61).

O controlo de qualidade das PLT envolve uma série de procedimentos laboratoriais para avaliar a
sua concentracao, esterilidade e swirfing. Para tal, procede-se a uma agitacao vigorosa do concentrado
de plaquetas, garantindo a sua homogeneizacao. Em seguida, numa camara de fluxo laminar, retira-se
uma aliquota de TmL para medicao da concentracao plaquetaria hum equipamento hematoldgico,
permitindo a quantificacao precisa (62).

Uma vez que as PLT sao altamente propensas ao crescimento bacteriano, devido as condicoes
ideais de temperatura em que sao armazenadas, adicionam-se 2,5mL de concentrado de plaquetas em
frascos de cultura aerdbica que contém um meio de crescimento especifico que, posteriormente, sao
colocados aincubar a 372C e monitorizados continuamente durante um periodo de sete dias. Estes testes
asseguram que o componente sanguineo estd adequado para utilizacao clinica, minimizando riscos para

os recetores. (63).
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1.6.3. Plasma Fresco congelado

O controlo de qualidade do PFC é fundamental para garantir a seguranca e eficacia dos
componentes sanguineos utilizados na transfusao. Este é um produto requerido em situacoes de
reposicao de proteinas hemostaticas em caninos doentes com deficiéncias hereditarias ou adquiridas de
fatores e na restruturacao da integridade endotelial em condicdes de hemorragia grave ou aguda (38).

Durante o seu processamento efetua-se uma avaliagao rigorosa de parametros que asseguram a
sua qualidade, tal como a inspecao visual e a medicao de proteinas totais, componentes celulares
(leucdcitos - WBC, RBC e PLT) e fatores de coagulacdo. A inspecao visual visa detetar possiveis
alteracoes que possam comprometer a sua qualidade nomeadamente a evidéncia de hemdlise e lipemia
que podem comprometer a seguranca da transfusao (24,64).

Relativamente as determinacdes laboratoriais, a medicao das proteinas totais no PFC é uma das
primeiras analises realizadas, uma vez que as proteinas, como o fibrinogénio e o FVIIl, desempenham um
papel crucial nas propriedades hemostadticas do PFC. O valor de referéncia para as proteinas totais no
PFC estd estipulado entre 6,0 g/dL e 8,6 g/dL em caes saudaveis sendo esta medicao efetuada
recorrendo-se a um refratémetro (10). Contudo, no local onde foi desenvolvida a presente investigacao,
o intervalo de referéncia foi ajustado para 3,6 g/dL a 7,7 g/dL, com base nas caracteristicas especificas
da populacao canina estudada.

Além disso, a medicao de componentes celulares residuais, como RBC, WBC e PLT, deve ser
realizada num contador hematoldgico. A presenca excessiva de células sanguineas no PFC pode ser um
indicativo de contaminacao ou de uma separacao inadequada do sangue durante o processo do
processamento. De acordo com os padroes de qualidade, os valores residuais de RBC devem ser
inferiores a 1 x 10° células/pL, os WBC devem ser inferiores a 1 x 10° células/pL e as PLT nao devem
ultrapassar 10 x 103 células/pL. Valores elevados de células residuais podem interferir na eficaciado PFC
e aumentar o risco de reacdes adversas (65).

Adicionalmente, é crucial monitorizar os fatores de coagulacao mais Iabeis presentes no PFC, como
o fator V (FV) e o FVII, jd que estes sao fundamentais para a coagulacdao sanguinea. O FVIII é
particularmente importante para caninos com hemofilia e € um dos principais componentes terapéuticos
do PFC. O FV, por sua vez, é essencial para a conversao de protrombina em trombina e, portanto, para a
formacao de coagulos. A medicao desses fatores é necessaria para garantir que o PFC mantém a sua
capacidade de coagulagao. A monitorizacao destes fatores é crucial, pois qualquer perda significativa de
FVIIl ou FV pode comprometer a eficacia do PFC em emergéncias, como em cirurgias ou em casos de

trauma grave (24,38).
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Estas medicOes e controlos sao essenciais nao so para garantir a qualidade do produto final, mas

também para a seqguranca dos doentes que irao receber o PFC, prevenindo complicac6es derivadas de

processos inadequados ou de PFC de baixa qualidade.

1.7. Estudo Imunoldgico e Diagnéstico de Doencas Infeciosas em Caes

As transfusoes de sangue ou dos seus componentes sao procedimentos que podem salvar vidas,
mas nunca podem ser consideradas totalmente isentas de riscos. Um dos principais perigos é a
ocorréncia de incompatibilidades sanguineas, que podem culminar em reacées imunoldgicas graves
como a hemolise ou o choque transfusional. Além disso, hd o risco de transmissao de agentes infeciosos,
como virus, bactérias e hemoparasitas. Para minimizar esse risco, é fundamental que passem por uma

triagem rigorosa para identificar possiveis agentes infeciosos (11,18).
1.7.1. Determinacao do Antigénio Eritrocitario Canino

Em caes, tal como acontece nos humanos, a presenca de glicolipidos e glicoproteinas na superficie
dos eritrdcitos permite a classificacdo em grupos sanguineos. Na presenca de um recetor/dador
incompativel, esses antigénios podem desencadear uma reacao que culmina na producao de anticorpos
anti-eritrocitarios circulantes (66,67).

Aolongo do tempo tém sido identificados diferentes grupos sanguineos em caes. De formarotineira,
utiliza-se o acrénimo DEA (antigénio eritrocitdrio canino), sequido pela designacao numeérica do grupo
sanguineo classificado com aloanticorpos policlonais. Atualmente, sao reconhecidos internacionalmente
cinco tipos de DEA: DEA1, 3, 4,5 e 7. Os grupos sanguineos caninos geralmente possuem dois alelos, um
positivo e outro negativo, exceto o DEA 1, que anteriormente era dividido em DEA 1.1, DEA 12 e
possivelmente DEA 1.3. No entanto, estudos recorrendo a citometria de fluxo revelaram que estes
subtipos, na realidade, sao variacoes de intensidade do tipo DEA 1. Os mesmos investigadores
descobriram também um modo de hereditariedade autossémica dominante com pelo menos quatro
alelos do DEA1, em que os alelos positivos (de forte a fraco) sao dominantes sobre o alelo DEA 1negativo.
Por convencao, cada DEA é sequido por um numero que comeca com 1 para cada locus, sequido por um
ponto e um niimero para o alelo no locus (12,68-70).

O grupo sanguineo DEA 1 é extremamente antigénico e, por isso, considerado o com maior
significado clinico em caes, similar ao sistema ABO em humanos. No entanto, contrariamente ao sistema
ABO, no qual existem isohemaglutininas naturalmente recorrentes, nao existe uma isohemaglutinina

anti-DEA 1 natural em caes DEA 1 negativos (69).
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Devido a sua imunogenicidade e prevaléncia, a tipificacao sanguinea canina em Portugal é
frequentementerealizada tendo em consideracao apenas 0 DEA 1, ja que é o mais relevante para apratica
clinica, sendo responsavel pela maioria das reacoes transfusionais.

A incidéncia do antigénio DEA 1 varia entre caes, dependendo da regiao geografica e da raca. Um
estudo realizado em Portugal permitiu concluir que a percentagem geral de caes DEA 1 positivos é de
56,9% e que todos os Boxers, Pastores Alemaes e Dobermans sao DEA 1negativos enquanto que 0s Sao
Bernardos sao DEA 1 positivos (71).

A tipificacao é realizada recorrendo ao tubo de EDTA. Este é armazenado a 4°C até ser utilizado para
as andlises. O método baseia-se na migracao capilar dos eritrcitos com a ajuda de uma solucao tampao

numa tira teste que contém um anticorpo monoclonal especifico para o antigénio DEA 1.1.1. (72).
1.7.2. Screeningde Doencas Infeciosas

De modo a garantir uma maior seguranca nas transfusoes, é estritamente necessario realizar o
rastreio dos agentes infeciosos nos dadores. Existem diretrizes especificas projetadas para minimizar a
possibilidade de transmissao de doencas por transfusoes. Essas orientacées sugerem a exclusao de
agentes que se enquadrem em pelo menos um dos quatro seguintes critérios: 1 - o agente é
comprovadamente responsavel por causar doenca clinica no recetor apos a transfusao, 2 - o agente
infecioso pode estabelecer infecdes subclinicas, transformando o dador num portador assintomatico, 3
- é possivel detetar o patogénico no sangue de animais infetados por meio de métodos laboratoriais,
como cultura ou técnicas moleculares e 4 - a infecao resultante no recetor pode ser grave ou de dificil
tratamento (11,73).

Atualmente, o American College of Veterinary Internal Medicine recomenda a triagem molecular
e/ou seroldgica de patogénios em dadores caninos, incluindo Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma
platys, Babesia canis, Babesia gibsoni outras espécies de Babesia, Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia ewingii e Leishmania donovani. Também, dependendo da localizacao geogrdfica e da
distribuicao epidemioldgica pode existir a necessidade de rastrear outros agentes infeciosos (11).

Os testes para agentes infeciosos nao possuem 100% de sensibilidade e especificidade analitica ou
clinica. Dessa forma, realizam-se testes tanto por biologia molecular como por serologia. 0 método de
gPCR oferece uma alta sensibilidade e especificidade naidentificacao do acido desoxirribonucleico (ADN)
dos microrganismos causadores de doenca o que permite detetar infecdes em estadios iniciais, incluindo
em animais assintomaticos garantindo a identificacdo precisa do agente infecioso que esteja presente

no sangue (11,74).
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Complementarmente, o uso de serologia é importante pois deteta anticorpos produzidos pelo
sistemaimunoldgico em resposta a infecao, sendo util para identificar exposicoes anteriores ou infecoes
crénicas que podem nao apresentar carga viral suficiente para serem detetadas por gPCR. Esta
complementaridade é relevante em infecdes como a leishmaniose, que pode apresentar periodos de
baixa parasitemia, e para a Dirofilaria immitis, que devido a sua natureza (forma adulta nos vasos
sanguineos) o gPCR pode nado detetar. Relativamente a £Arlichia, esta combinacao de métodos aumenta
a sensibilidade do diagndstico (74-77).

Na realizacao de teste de PCR utiliza-se o sangue colhido em EDTA. As amostras sao processadas
de acordo com as instrucoes do fabricante dos kits moleculares. Apds a extracao, as amostras sao
submetidas a protocolos de amplificacao especificos para cada agente em estudo.

Para os testes seroldgicos recorre-se a soro obtido de sangue colhido em tubos secos. Esta analise
consiste em detetar a presenca de anticorpos contra Le/shmania spp. e Ehrlichia spp., indicando uma
resposta imunoldgica do animal a essas infecoes, enquanto para 0. immitis, é investigada através da
presenca de antigénios circulantes, sugerindo a presenca ativa do parasita. Tal como acontece no PCR,
todos os testes possuem controlos positivos e negativos apropriados de modo a assegurar a validade e
a precisao dos resultados (73).

Todos os dadores sao testados para cada um destes agentes infeciosos em todas as dadivas de
sangue. Animais com resultados positivos no qPCR e/ou nos testes seroldgicos sdao excluidos do

programa de dadores.

1.8. Aplicagées dos Crioprecipitados/Criosobrenadantes

Os CPs e os CSs desempenham um papel essencial na medicina transfusional veterindria,
especialmente em caes com disturbios de coagulacao. O CP é indicado para o tratamento da doenca de
von Willebrand e da hemofilia A, uma vez que nem o FYW nem o FVIII estao disponiveis para uso
veterindrio na forma de concentrados. A administracao pode ser feita de forma profilatica antes de
procedimentos invasivos ou em respostas a episddios hemorrdgicos (7,38).

Comparativamente ao PFC, o CP permite a reposicao destes fatores de coagulacao com um volume
significativamente menor, tornando-se a opcao mais eficiente e segura para caes com estas
coagulopatias hereditdrias. Além disso, como contém elevadas concentragoes de fibrinogénio, pode ser
utii em casos de défice ou deplecao deste fator, prevenindo ou minimizando hemorragias
associadas(36,38).
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Por outro lado, o CS, composto por albumina, imunoglobulinas e fatores de coagulacao mais estaveis,
é utilizado na reposicao de proteinas plasmaticas em caes com hipoalbuminemia grave, doenca hepatica
ou sindromes de perda proteica podendo também ser uma alternativa terapéutica em casos de défice de
fatores de coagulacao dependentes da vitamina K (36,38).

Ambos os componentes plasmaticos devem ser empregues com base nas necessidades do doente,

garantindo uma abordagem transfusional mais precisa e reduzindo a exposicao desnecessaria a grandes

volumes de PFC (38).

Neste estudo, pretendeu-se avaliar a viabilidade de um método alternativo, mais simples e com
menos exigéncia técnica, para a obtencao de CP e CS. Em contraste com os protocolos convencionais —
que recomendam o descongelamento controlado entre 1-6 °C sequido de centrifugacao — optou-se por
uma abordagem tradicional, com descongelamento a temperatura ambiente e sem centrifugacao do CP,

avaliando-se o impacto na qualidade dos componentes obtidos.

2. Objetivos
Este estudo tem como objetivo principal comparar os valores obtidos nos parametros analiticos da
coagulacao (tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada e os fatores |, V, VII, VIl e
IX) em trés produtos diferentes derivados de sangue caninos (PFC, CP e CS).
Como objetivos especificos, este estudo pretende:
e Verificar se o CP apresenta concentracdes mais elevadas de fatores especificos (1, V, VII, VIII
e IX), conforme esperado;
e Avaliar se 0 CS mantém niveis residuais esperados desses fatores;
e Inferir sobre a eficacia do protocolo de processamento do PFC na obtencao de CP e CS, tendo
em conta a concentracao dos fatores de coagulacao.
Pretende-se, desta forma, contribuir para uma melhor caracterizacao laboratorial destes
componentes plasmaticos e para a otimizacao dos protocolos de processamento de PFC e utilizacao em

contexto clinico veterinario.
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3. Materiais e Métodos

3.1. TipodeEstudo
O presente estudo caracteriza-se como quasi-experimental. A investigacao baseia-se na analise de

amostras obtidas sob diferentes condicoes de processamento.

3.2. Amostra

A amostra deste estudo é composta por 90 derivados de sangue de dadores caninos: 30 unidades
de PFC; 30 de CP; 30 de CS. No periodo compreendido entre outubro de 2024 e fevereiro de 2025, foram
incluidos no estudo PFCs caninos com volume igual ou superior a 250mL - volume minimo requerido
para a obtencao dos componentes plasmaticos em analise.

A selecao das unidades foi determinada com base na disponibilidade de dddivas de ST que
cumprissem dois critérios estabelecidos: um peso minimo de 4009 da unidade de ST e,
subsequentemente, a obtencao de um volume de PFC igual ou superior a 250mL.Relativamente aos
critérios de exclusao, foram descartadas as amostras que apresentavam volume inferior a 250ml e que
evidenciavam sinais de lipemia ou hemdlise, uma vez que estas condi¢cbes podem interferir nos
resultados da analise do perfil da coagulacao, comprometendo a precisao dos dados obtidos. As variaveis

incluidas no estudo encontram-se descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Varidveis incluidas no estudo

e . Forma de . . Valores de
Variavel Tipo Recolha Equipamento Metodologia referéncia
Contagem RBCresidual Quantitativa Analisador Sysmex XN-1000 Citometria de <0,01x10%/ul’
Contagem WBC residual continua hematoléaico VET fluxo <0,10 x103/ul’
Contagem PLT residual g (Sysmex) fluorescente <50,00 x103/uL’
Proteinas totais Quantllt ativa Refratémetro Refratometria - 36-77g/dL?
continua manual
FV 2
FVIl 2
FVIlI 2
FIX Coagulometria i
Fibrinogénio Quantitativa Teste de STA Compact Max g - 2
- , . . X com detecao
Tempo de Protrombina continua atividade (Diagnostica Stago) . R
mecanica
(PT)
Tempo de
Tromboplastina Parcial 2
ativado (aPTT)
, Qualitativa Teste de Método especifico .
Grupo sanguineo : . . - Cromatografia -
Nominal tipagem para tipagem canina
Idade Quantlltatlva Registo Clinico _ _ _
Peso continua

'Valores de referéncia determinados pelo local de realizacao do estudo de acordo com a populacdo de dadores
2Valores de referéncia humanos
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3.3. Procedimento

As unidades de ST (45050 mL) foram colhidas da veia jugular utilizando um sistema de sacos
guadruplo contendo solucdo anticoagulante de CPD e solucdo preservante para os eritrdcitos (SAG-M -
CompoFlow® Flexible & Select, Fresenius Kabi). 0 sangue foi desleucocitado e, de sequida, centrifugado
a 3488xg durante 17 minutos (Heraeus cryofuge 5500i Centrifuge, Thermo Scientific). O plasma
sobrenadante foi transferido para um outro saco. Qualquer unidade de plasma com evidéncia de lipémia
ou hemdlise foi excluida.

As tubuladuras foram seladas utilizando um selador de tubos de qualidade médica (CompoSeal
Slim, Fresenius Kab)) e, para cada PFC, foram retiradas 4 aliquotas rotuladas como PFC, com o nimero
do dador e a data de colheita. Para efeitos de controlo de qualidade foram efetuadas medicoes de
proteinas totais por refratometria e de valores residuais de RBC, WBC e PLT (Sysmex XN-Vet, Sysmex
Asia Pacific). Estas foram armazenadas num congelador a -80°C.

Paralelamente, foi realizado um controlo de esterilidade de todas as unidades de PFC
selecionadas tendo sido efetuada cultura microbioldgica em frasco de hemocultura e incubada num
equipamento de leitura continua da fluorescéncia durante 7 dias (Bact/Alert PF, Biomerieux, Marcy
[Etoile Franca).

Com o auxilio de uma conectora estéril (CompoDock, Fresenius Kabj), uniu-se um saco de
transferéncia (Sacos Transferéncia Fresenius Compofiex 1F 400M|, Fresenius Kab)) a unidade de PFC
seguindo-se o seu armazenamento em congelador a -802C até ao momento da realizacao do CP.

0 CP foi preparado através do descongelamento das unidades de PFC num frigorifico (2-6°C)
durante o dia, até que o PFC atingisse uma consisténcia pastosa e um volume aproximado de 50+5 mL.
Este produto foi deixado a descongelar atemperaturas de 18-22°C (+3°C) e, de sequida, foram recolhidas
4 aliquotas a partir da tubuladora da unidade devidamente identificadas e armazenadas a -80°C até a
realizacao da andlise de proteinas. Do CS foram retiradas o mesmo numero de aliquotas e armazenadas
nas mesmas condicoes que as anteriores.

Todas as unidades de ST e os componentes plasmaticos (PFC, CP, CS) foram pesados numa
balanca de precisao para determinar os volumes de cada um. Embora, ma medicina transfusional
humana, o volume do CP esteja compreendido entre 5-15mL, frequentemente administrado sob aforma
de pools compostos por 4 a 6 dadores), no presente estudo, desenvolvido numa populacdo canina
especifica, o intervalo de referéncia do volume do CP foi ajustado para 45-55mL. Esta adaptacao deve-
se as particularidades fisioldgicas e terapéuticas da espécie em questao, permitindo a administracao do

concentrado de forma individualizada, sem necessidade de pooling.
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Este procedimento foi necessario para garantir o cumprimento dos critérios de inclusao, que
exigem valores minimos adequados a producao dos componentes sanguineos.

No caso do ST, apenas foram incluidas unidades com volumes entre 450-500mL, valor padrao
para colheitas em caes dadores, com uma margem de variacao de até 10% devido a presenca de
anticoagulante no saco de colheita. Para a producao de CP e CS, apenas as unidades de PFC com volume
igual ou superior a 250mL foram incluidos no estudo. Os calculos foram baseados na densidade do ST
de 1,053 g/mL e dos componentes plasmaticos de aproximadamente 1,02 g/mL. O estudo do perfil da
coagulacao foi realizado recorrendo ao equipamento Stago STA Compact Max.

Relativamente a tipificacao, a determinacao do grupo sanguineo foi realizada com os kits de teste
Alvedia® LAB DEA1.1(Alvedia®, Alice Veterinary Diagnostic, Franca) conforme as instrucoes fornecidas
pelo fabricante. Este teste imunocromatografico deteta a presenca do antigénio DEA 1.1 e, portanto, um
resultado positivo é indicado por uma faixa vermelha na parte central da tira, alinhada com a marca “DEA
1.1" no kit. Este resultado s6 é valido quando a linha de controlo (identificada com a letra “C") aparece, pois,
serve para atestar que o teste foi realizado corretamente

Em cada dadiva as amostras de sangue foram testadas por gPCR (LightCycler 480Il, Roche) para
espécies de Leishmania, Ehrlichia, Brucella, Babesiae Anaplasma.

Na extracao de ADN recorreu-se ao kit DNA/RNA Extraction/purification (MagaBio plus whole
Blood Genomic DNA Purification Kit, Bioflux), sequindo rigorosamente os protocolos recomendados.

A detecao dos agentes infeciosos foi realizada através de kits comerciais fornecidos pela EXOPOL S.L.,
seguindo as instrucoes do fabricante. Em cada teste foram incluidos controlos de qualidade comerciais
positivos e negativos para garantir a validade técnica dos resultados.

Também foram realizados testes seroldgicos pelo método de ensaio imunoenzimatico (ELISA;
Stratec Biomedical — Gemini) para espécies de Leishmania, Ehrlichia e Dirofilaria immitis, sequindo

rigorosamente as instrucoes do fabricante.

3.4. Tratamento e analise de dados

O tratamento dos dados iniciou-se com a organizacao sistematica dos resultados obtidos e a
verificacao da suaintegridade seguindo-se da analise estatistica descritiva e inferencial das variaveis em
estudo.

As amostras de PFC foram incluidas nesta analise com o propdsito de caracterizar a amostras de

origem e, dessa forma, evidenciar a presenca das proteinas plasmaticas e dos fatores de coagulacao de
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interesse, nomeadamente: fibrinogénio, FV, FVII, FVIII e fator IX (FIX). Esta foi crucial para assegurar que
os produtos resultantes do processo de crioprecipitacao derivaram efetivamente de um produto que
continha os componentes alvo. Desta forma, aandlise do PFC teve uma funcao descritiva e confirmatdria,
nao sendo incluida nas comparacoes estatisticas principais.

De modo a avaliar de uma forma mais objetiva a eficdcia do protocolo em andlise, calculou-se a
taxa de recuperacao de cada parametro hemostatico em estudo. Esta taxa corresponde a proporcao do
valor obtido nos componentes plasmaticos: CP e CS, relativamente ao valor presente no PFC, expressa

em percentagem:

Valor no CP/CS

Recuperacao (%)=( TP )x100

Importa salientar que taxa de recuperacao dos fatores de coagulacao é um parametro quantitativo
essencial para avaliar a eficacia do protocolo de processamento do CP canino. Contudo, este indicador,
por si s6, nao permite uma analise objetiva e abrangente da qualidade do produto final.

A analise inferencial teve como objetivo comparar os valores obtidos de CP e CS para cada um
dos parametros em estudo: fibrinogénio, FV, FVII, FVIII e FIX, de modo a avaliar o comportamento dos
fatores de coagulacao ao longo do processo de crioprecipitacao. O nivel de significancia adotado foi de
0,05 e todas as andlises foram realizadas com recurso ao software IBM® SPSS® Statistics (versao
29.0.1).

Inicialmente, para cada uma da variavel, foi avaliada a normalidade da distribuicao através dos
testes de Kolmogrov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Quando a normalidade foi confirmada (p > 0,05), recorreu-
se ao teste t de Student para amostras emparelhadas, adequado para comparar duas variaveis
relacionadas. Nos casos em que a normalidade dos dados nao foi verificada (p < 0,05), foi utilizado o teste
de Wilcoxon para amostras emparelhadas. Este é um teste nao paramétrico que permite avaliar
diferencas entre duas medicoes relacionadas sem assumir a normalidade dos dados.

Para a andlise da relevancia pratica dos resultados, foi calculado o tamanho do efeito, utilizando-

ser para o teste de Wilcoxon ou d de Cohen, consoante o teste estatistico aplicado.
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4. Resultados

Nesta secao sao apresentados os principais resultados obtidos a partir da analise laboratorial das
amostras de PFC, CP e CS. A andlise descritiva da amostra inclui medidas de tendéncia central e de
dispersao, como média (M) e desvio padrao (DP) (Tabela 3).

Tabela 3 - Andlise descritiva das proteinas plasmadticas e dos fatores de coagulacao nos trés produtos analisados: PFC, CP e CS

Componentes Plasmadticos
Parametros analiticos PFC (M +DP) CP(M£DP) CS(MxDP)
Fibrinogénio (mg/dL) 276,97 +117,32 460,13 +224,53 250,49 +102,34
FV (seg) 15,61+1,35 1725+158 15,63+0,88
FVIi (seg) 22,53+339 25,30+ 3,51 2148270
FVIIl (seg) 32,87+323 32,82+534 34,79+3,80
FIX (seg) 3925+4/15 4211+490 36,99+352

A analise a taxa de recuperacao de cada parametro da coagulacao (Tabela 4) permitiu avaliar a
eficdcia do protocolo de separacao adotado.

Tabela 4 - Taxa de Recuperacao (%) dos Parametros Analiticos em CP e CS (relativamente ao PFC)

Parametros analiticos Recuperacdo no CP (%) Recuperacdo no CS (%)
Fibrinogénio (mg/dL) 166,15 90,45
FV (seg) 110,50 100,13
FVII (seg) 112,29 95,34
FVIII (seg) 99,85 105,84
FIX (seg) 107,29 94,23

Os resultados obtidos relativamente ao fibrinogénio indicaram uma recuperacao
significativamente elevada no CP (166,15%) quando comparado com o CS (90,45%), o que vai de
encontro ao esperado. Por outro lado, o FVIIl, embora apresente uma recuperacao superior a 99% no CP,
este valor é bastante préximo do no CS (105,84%), o que indica uma diferenca pouco notdria.

0 FV apresentou recuperacao levemente superior no CP (110,50%) em relacao ao CS (100,13%),

enquanto os fatores VIl e IX também evidenciaram taxas maiores no CP.
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4.1. Analise Inferencial

4.1.1. Fibrinogénio

Relativamente a analise do fibrinogénio, os testes de normalidade apresentaram valores de
significancia inferiores a 0,05 (p = 0,018), indicando que os dados nao sequem uma distribuicao normal.

Posto isso, optou-se pela utilizacao do teste de Wilcoxonpara amostras emparelhadas (Tabela 5).

Tabela 5 - Teste de Wilcoxon da variavel fibrinogénio em CP e CS

Comparacao N (casos) Posto médio Soma dos postos
FIB_CS <FIB_CP 29 15,79 458,00
FIB_CS>FIB_CP 1 7,00 7,00
FIB_CS=FIB_CP 0 - -

FIB_CS - concentragao plasmatica do fibrinogénio em criosobrenadannte | FIB-CP - concentragao plasmatica do fibrinogénio em CP
Posto médio: média das posicdes (ranks) atribuidas aos valores de um grupo numa comparagdo nao paramétrica
Soma dos postos: total dos ranks atribuidos a um grupo, usado para comparar distribuicdes entre grupos

Os resultados obtidos mostraram que, em 29 dos 30 casos, os valores de concentracao plasmatica
do fibrinogénio no CS (FIB_CS) foram inferiores aos valores de concentragao plasmadtica do fibrinogénio
no CP (FIB_CP), verificando-se apenas um caso com uma tendéncia inversa. O teste estatistico
apresentou um valor de Z de -4,638, indicando uma diferenca significativa em relacao a hipdtese
nula(HO): Nao existe diferenca significativa entre as concentracdes plasmdticas de fibrinogénio no CP
(FIB_CP) e no CS (FIB_CS). O valor de p bilateral foi inferior a 0,001 (p < 0,001), reforcando a evidéncia de

que o resultado é altamente significativo e improvavel de ocorrer por acaso.

41.2. FatorV

Relativamente a analise do FV, os testes de normalidade foram aplicados sobre as medicoes dessa
varidvel nos CP e CS, sendo priorizados os resultados do teste de Shapiro-Wilk uma vez que, além de se
tratar de uma amostra de 30 observacaes, os valores de significancia foram de 0,055 (atividade do FV
no CP) e de 0,252 (atividade do FV no CS), ambos superiores ao nivel de significancia de 0,05. Assim, nao
se rejeita a hipdtese nula de normalidade, podendo-se assumir que ambas as varidveis seguem uma

distribuicao aproximadamente normal.
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Deste modo, optou-se pela aplicacao do teste 7 de Studentpara amostras emparelhadas (Tabela 6).

Tabela 6 - Teste t de Student da varidvel FV em CP e CS

~ Diferenca IC95%da

SETEIEEE M(M) L média t P diferenca
FV_CP 17,25 1,58

' '] Vs 1,62 6,626 <0,001 112;212]
FV_CS 15,63 0,88

FV_CP - atividade do FV (em segundos) no CP | FV_CS - atividade do FV (em segundos) no CS

Os resultados revelaram uma diferenca significativa entre os dois momentos de avaliacao, com
valores superiores de FV em CP (M=17,25; DP=1,58). A diferenca média foi de 1,62 unidades, sendo
estatisticamente significativa (t(29)=6,626; p<0,001). O intervalo de confianca a 95% ([1,12; 2,12]) reforca

arobustez do resultado, indicando que é improvavel que essa diferenca tenha ocorrido por acaso.

4.1.3. Fator Vil

Ap6s a verificacao da normalidade dos dados através do teste de Shapiro-Wilk, constatou-se que
a atividade do FVII no CP apresentou uma distribuicao significativamente diferente da normalidade
(p=0,014), ao contrério no CS, que nao violou esse pressuposto (p=0,589). Com estes dados, optou-se
pela utilizacao do teste de Wilcoxonpara amostras emparelhadas.
Com o teste de Wilcoxonavaliou-se as diferencas entre os valores da atividade do FVII no CP e no CS. Os
resultados indicaram uma diferenca estatisticamente significativa entre os pares comparados (Z=4,743;
p<0,001), com os valores de FVII no CP consistentemente superiores aos de FVII no CS tal como se

observanatabela?

Tabela 7 - Teste de Wilcoxon para atividade do FVIlem CP e CS

Comparacao N (casos) Posto médio Soma dos postos
FVII_CS <FVII_CP 29 15,83 459,00
FVII_CS > FVII_CP 1 7,00 7,00
FVII_CS =FVII_CP 0 — -

FVII_CP - atividade do FVII (em segundos) no CP | FVII_CS - atividade do FVII (em segundos) no CS

Este padrao sugere uma reducao dos valores de FVII no produto de CS em relagao ao CP.
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4.1.4. FatorVIll

Em ambos os testes (Ko/mogorov-Smirnove Shapiro-Wilk) e para ambas as condicoes (atividade
do FVIlIno CP e no CS), os valores de significancia (p>0,05) indicam que nao houve evidéncia estatistica
para rejeitar a hipétese nula de normalidade. Dessa forma, assumiu-se que os dados seguem uma
distribuicao normal em ambas as situacoes e foi considerado o uso de testes paramétricos para a
comparacao da atividade do FVIII no CP e CS, nomeadamente o teste T para amostras emparelhadas

(Tabela 8).

Tabela 8 - Teste t de Student da varidvel FVIIlem CP e CS

~ Diferenca IC95% da
SETZEIEEE M (M) 2 média t P diferenca
FVIII_CP 32,83 5,34
VS 'S ' -196 -1,709 0,098 [-4,31;0,39]
FVIII_CS 34,79 3,80

FVIII_CP - atividade do FVIII (em segundos) no CP | FVIII_CS - atividade do FVIII (em segundos) no CS

Embora o CS tenha apresentado uma média numericamente superior a do CP, esta diferenca nao foi
suficiente para ser considerada estatisticamente significativa ao nivel de significancia convencional (a =
0,05). De acordo com o d de Cohen (d = 0,312), a magnitude do efeito foi pequena pois a diferenca entre

os dois componentes, além de nao significativa, demonstra uma baixa relevancia pratica.
4.1.5. FatorIX

Efetuou-se a andlise da normalidade para ambas as condicdes (atividade do FIX no CP e no CS) que
apresentaram valores de significancia superiores a 0,05 (p > 0,05), o que indica que ndo ha evidéncias
estatisticas para rejeitar a hipétese nula de normalidade. Deste modo, assume-se uma distribuicao

normal, justificando-se o uso do teste T de Studentpara amostras emparelhadas (Tabela 9).

Tabela 9 - Teste t de Student da atividade do FIXem CP e CS

~ . - IC95%da

Comparacao M DP Diferenca média t p diferenca
FIX_CP 421 490

Vs VS Vs 5N 5061 | <0,001 | [3,05;718]
FIX_CS 36,99 3,52

FVIX_CP - atividade do FVIX (em segundos) no CP | FVIX_CS - atividade do FVIX (em segundos) no CS

Os resultados revelaram uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos dois
produtos, com t (29) =5,061e p < 0,001. O intervalo de confianca de 95% para a diferenca média situou-

se entre 3,05 e 7,18, reforcando a significancia da diferenca observada.
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5. Discussao

O protocolo adotado no presente estudo consistiu num protocolo simplificado para a obtencao de CP
e CS, com o objetivo de avaliar se esta abhordagem, mais simples e distinta dos protocolos descritos na
literatura, poderia produzir componentes plasmaticos de qualidade. De um modo geral, procedeu-se ao
descongelamento do PFC a temperatura ambiente, sem subsequente centrifugacao do CP contrastando
com os métodos atuais, que propéem o descongelamento controlado entre 1-62C, seguido de uma
centrifugacao especifica (5000g, 7 minutos a 4°C) para separar eficazmente o CP do CS(38,79).

Embora esta abordagem vise reduzir custos operacionais e tempo de processamento, os resultados
sugerem que o protocolo poderd nao garantir uma recuperacao eficaz de todos os fatores de coagulacao,
especialmente dos mais sensiveis, no CP e CS. De acordo com aliteratura, o CP deve apresentar elevadas
concentracoes de fibrinogénio e de FVIII, enquanto que o CS tende a conter mais quantidade de fatores
comooV,VllelX(32,78).

Relativamente a taxa de recuperacao, apesar do protocolo ter sido eficaz na preservacao dos fatores
da coagulacao,nomeadamente o fator Iabil FVIII, verificou-se que a separacao diferencial esperada entre
o CP e o CS foi apenas parcialmente alcancada. O valor de fibrinogénio apresentou o comportamento
esperado com uma recuperacao marcadamente superior no CP, ao passo que os demais fatores
mostraram uma distribuicao mais homogénea entre os componentes plasmaticos.

No decorrer deste estudo, foi observado que apenas o fibrinogénio apresentou um
comportamento compativel com o esperado sequndo a literatura (80,81) replicando o padrao cldssico
descrito para proteinas de alto peso molecular que precipitam a baixas temperaturas. Em 29 dos 30
casos, os valores de CP foram superiores aos do CS, sendo a média no CP de 182,33 mg/dL,
comparativamente a 122,76 mg/dL no CS. Esta diferenca revelou-se estatisticamente significativa (p <
0,001), confirmando que o protocolo permitiu, nesta situacdo, umarecuperacao eficaz deste componente
no CP. Estes resultados estao em concordancia com estudos prévios que demonstram que o CP retém
elevadas concentracoes de fibrinogénio, enquanto que o CS contém apenas quantidades residuais
(80,81).

Em contrapartida, os resultados obtidos para os fatores V, VII, VIl e IX mostraram uma
distribuicao inversa. De acordo com Freedman & Rock (2010), é geralmente aceite que o CS contenha
maiores concentracoes de FV, FVII e FIX em comparacao com o CP. No entanto, os valores obtidos
contradizem essa tendéncia. Para o FV, por exemplo, a média observada foi de 17,25 sequndos no CP e

15,63 segundos no CS, diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001), indicando uma maior retengao
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no CP. De modo semelhante, o FVII, apresentou também niveis superiores no CP, contrariando o perfil
habitual descrito na literatura(81,82).

Relativamente ao FVIII, que idealmente deveria concentrar-se no CP, apresentou uma média
ligeiramente superior no CS face ao CP, mas sem significancia estatistica, o que sugere uma distribuicao
ineficaz deste fator. Por fim, o FIX, que se esperaria encontrar em maior proporcao no CS, revelou uma
média de 42,11no CP e 36,99 no CS, o que contraria também a distribuicao esperada(32,38,82).

Do ponto de vista clinico, estas discrepancias na composicao dos componentes plasmaticos tém
implicacoes relevantes. Aretencao inadvertida de FIX no CP pode alterar o perfil hemostatico do produto,
potenciando efeitos trombdticos ou desencadeando respostas imunoldgicas indesejaveis em doentes
que nao necessitem deste fator, nomeadamente caes com hemofilia A submetidos a transfusoes
repetidas de CP (40,42,44). Simultaneamente, a deplecao relativa de FIX no CS compromete a sua
utilidade em protocolos de reposicao dirigida para hemofilia B, bem como em esquemas de transfusao
massiva, nos quais a composicao das unidades plasmaticas é essencial para uma abordagem
transfusional sequencial e adaptada as necessidades hemostéticas do cao. (42,44). Tais discrepancias
influenciam a previsibilidade da resposta clinica e aumentam o risco de complicacdes trombaticas,
hemorragicas ouimunoldgicas (40,42,44).

Uma analise critica das discrepancias observadas aponta para multiplos fatores contributivos,
entre os quais se destacam as diferencas interespécies, a robustez do protocolo utilizado, mecanismos
de degradacao e adsorcao proteica e limitacoes metodoldgicas dos ensaios laboratoriais.

No que diz respeito as diferencas interespécies, é de salientar que a larga maioria dos estudos
disponiveis sobre a preparacao de CP/CS baseiam-se em plasma humano, o que torna essencial
considerar as caracteristicas proprias do plasma canino. Estudos demonstram variacoes significativas
nos niveis basais de fatores da coagulacao entre racas de cao, por exemplo, os Greyhounds exibem
menores concentragdes de fibrinogénio, FX e FvW quando comparados com outras racas(83).

Relativamente aos parametros técnicos dos protocolos, destacam-se dois desvios importantes
face as praticas recomendadas: a temperatura de descongelacao e a auséncia de centrifugacao final. A
literatura indica que o PFC deve ser descongelado lentamente entre 1-62, de modo a permitir a
precipitacao de proteinas de alto peso molecular, nomeadamente fibrinogénio, FVIIl, FYW e FXIII,
formando um concentrado estdvel antes da centrifugacao (79,84). No entanto, neste estudo optou-se
por descongelar a temperatura ambiente (20-22 °C), o que podera ter comprometido a formacao eficaz
do precipitado e, consequentemente, favorece a solubilizacao de complexos ricos em fibrinogénio, FVIII

e FvW. Além disso, a auséncia de centrifugacao impede a sedimentacao eficaz do precipitado residual,
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permitindo que fatores soldveis permanecamno CS e, por sua vez, para a sua menor concentracao no CP
(85,86). Acresce que temperaturas superiores a 6 °C intensificam a atividade proteolitica enddgena,
sobretudo da plasmina, conduzindo a degradacao de fatores labeis como o FVIil e o FIX. Fendmenos de
adsorcao proteica as superficies plasticas, particularmente quando estas ndo sao sujeitas a tratamento
anti-fouling, podem ainda reduzir a atividade destes fatores(87,88). Por outro lado, a calibracao dos
ensaios laboratoriais com padroes desenvolvidos para PFC humano pode comprometer a precisao das
medicoes realizadas em PFC canino. Quando se utilizam curvas-padrao nao validadas especificamente
para a espécie em estudo, ha risco de subestimacao ou sobrestimacao dos valores reais, especialmente
no caso de proteinas sensiveis como o FVIIl e o FIX. Estudos comparativos demonstram que a
discrepancia entre padroes humanos e caninos pode ser substancial, interferindo na fiabilidade dos
resultados (89-93). Além disso, a aplicacao de controlos de qualidade de origem humana as amostras
caninas levanta preocupacoes quanto a validade analitica dos dados. Esta abordagem pode introduzir
viés sistematico nas andlises, reforcando a importancia da utilizacao de reagentes, curvas-padrao e
controlos validados especificamente para o PFC da espécie avaliada.

Para além dos fatores ja mencionados, é crucial considerar a variabilidade bioldgica e o tamanho
da amostra. O estudo incluiu 30 caes de diferentes racas e idades, todos clinicamente sauddveis. No
entanto, essa diversidade contribui para uma variabilidade significativa nos niveis basais dos fatores de
coagulacao, limitando a generalizacao dos resultados como, por exemplo, a variacao interindividual entre
caes sauddveis demonstrada pelo tempo protrombina, fibrinogénio, entre outros(94). Esta
heterogeneidade, em apenas 30 animais, pode acabar por ocultar subtilmente pequenas variacoes. De
modo a mitigar esta variabilidade, uma das sugestoes para estudos futuros, seria recorrer a criacao de
“pools” de PFC.

Tendo em conta os resultados obtidos e as limitacoes identificadas, é fundamental uma
otimizacao do protocolo. As medidas a adotar passariam por efetuar o descongelamento entre 1-62C, ao
longo de 8 a12 horas. Posteriormente, deve sequir-se uma centrifugacao, idealmente a 4°C, para separar
eficazmente o precipitado proteico do sobrenadante (5,38,83).

No que respeita a quantificacao dos fatores, os kits de dosagem devem ser validados com
curvas-padrao obtidas a partir de PFC canino, garantindo que os resultados reflitam com precisao a
realidade fisiologica da espécie. Finalmente, recomenda-se a utilizacao de amostras combinadas
(“pooling”) em estudos subsequentes, reduzindo a variabilidade bioldgica individual e melhorando a

robustez dos resultados.
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Por fim, importa sublinhar que a inconsisténcia na composicao dos componentes plasmaticos
obtidos por métodos nao padronizados compromete a possibilidade de aplicar protocolos transfusionais
pré-definidos, reduzindo a previsibilidade da resposta clinica e dificultando a comparacao de resultados
terapéuticos entre instituicoes ou estudos. Neste sentido, a padronizacao metodoldgica e a validacao
rigorosa da composicao do CP e CS obtidos a partir de plasma canino sao pré-requisitos fundamentais

para garantir a seqguranca, eficacia e racionalidade da pratica transfusional em medicina veterindria.
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6. Conclusao

O presente estudo revelou que as escolhas metodoldgicas adotadas comprometeram a eficacia na
producao de crioprecipitados caninos. Procedimentos como o descongelamento a temperatura
ambiente, a auséncia de centrifugacao apos o descongelamento, o uso de reagentes calibrados para
matriz humana e um reduzido n amostral limitaram significativamente a qualidade dos resultados
obtidos.

Embora se tenha verificado uma concentracao eficaz de fibrinogénio no crioprecipitado, os restantes
fatores de coagulacao — nomeadamente os fatores V, VII, VIl e IX — apresentaram distribuicoes
inesperadas, mantendo-se em concentracoes elevadas no CS ou evidenciando valores discordantes com
os descritos na literatura especializada. Estas discrepancias podem ser atribuidas a potenciais perdas
por degradacao térmica, a auséncia de separacao fisica eficiente ou a utilizacao de métodos analiticos
nao validados para a espécie canina.

Deste modo, torna-se evidente a necessidade de reformular o protocolo de obtencao de
crioprecipitados, de forma a garantir a producao de componentes plasmaticos com eficacia hemostatica
comprovada em medicina veterindria. Entre as melhorias propostas incluem-se: o descongelamento
controlado a temperaturas entre 1e 6 °C, a inclusao de uma etapa de centrifugacao pos-descongelacao
e a utilizacao de sistemas analiticos validados especificamente para plasma canino.

Para aprofundar estes resultados, propde-se a realizacao de um estudo futuro com um desenho
experimental ampliado, que inclua um maior nimero de amostras, comparacoes entre diferentes
protocolos de descongelamento e centrifugacao e a aplicacao de métodos analiticos validados
especificamente para o plasma canino. Este estudo devera ainda explorar a estabilidade dos fatores de
coagulacao ao longo do tempo e apds diferentes condicoes de armazenamento, de forma a estabelecer
diretrizes robustas para a producao de crioprecipitados de elevada qualidade, com impacto direto na

pratica clinica veterindria e na investigacao translacional.
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ANEXOS

ANEXO | - Resultados laboratoriais dos caes incluidos no estudo

1. Estudo Hematoldgico

P.PAORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

D Animal | REC (10-6/pL) Hb (g/dL) Ht (%) WBC (10~3/pL) PLT (10-3/pL)
(5.20-7.90) (12.00-19.20) (35.00-52.00) (5.60-20.40) (108.00-562.00)
5383 7.65 17.60 50.80 7.66 335.00
31799 7.26 20.40 56.50 7.40 191.00
3324 6.23 15.10 45.40 7.39 104.00
32335 7.75 18.00 52.20 12.57 352.00
32334 7.45 17.70 50.40 14.67 258.00
19120 6.98 15.30 46.80 13.15 263.00
11366 6.80 15.00 4830 n.27 397.00
10904 7.08 18.20 50.10 6.96 268.00
14512 6.87 17.70 4970 5.64 283.00
25330 7.48 19.20 52.60 8.43 238.00
36170 7.03 16.10 4790 14.61 296.00
34770 733 16.00 4970 20.44 292.00
34772 6.57 15.70 45.70 15.90 276.00
34775 7.05 16.80 50.50 15.10 326.00
34781 6.12 14.20 43.30 17.63 239.00
34785 6.75 14.80 4550 201 165.00
34787 7.47 1830 52.40 12.57 167.00
34799 5.47 13.70 40.50 15.69 307.00
29162 6.65 17.00 4870 12.99 414.00
30727 6.57 16.60 49.00 13.43 377.00
19174 6.82 16.70 4710 12.03 262.00
30732 7.38 16.20 50.30 18.88 178.00
19544 6.73 16.50 46.80 8.41 244.00
35315 6.51 15.70 44.80 17.54 286.00
15916 7.06 14.50 47.00 15.90 430.00
19330 5.64 12.90 39.20 13.96 288.00
19333 5.90 13.40 40.70 15.93 143.00
31322 5.96 1430 42.70 1733 193.00
32564 5.62 12.50 35.90 20.30 476.00
31573 6.70 14.20 4410 16.95 134.00
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2. Estudo Bioguimico

P.PAORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Creatinina Proteinas Totais Albumina ALT (U/L) Fosfatase Glicose (ma/dL)
ID Animal (mg/dL) (g/dL) (g/dL) (10.00- Alcalina (U/L) | L 00_1zg g
(0.50-1.40) (5.30-7.60) (3.20-4.70) 94.00) (0.00-90.00) ] ]

5383 1.02 5.64 343 391 76.54 96.58
31799 1.41 557 3.66 52.41 35.12 53.73
3324 128 6.98 3.87 29.96 24.61 69.89
32335 0.72 7.34 378 18.84 40.02 59.76
32334 0.63 6.55 393 41.09 461 63.30
19120 0.68 7.69 398 40.29 79.08 66.66
11366 1.20 6.00 348 3858 50.05 120.00
10904 116 5.89 3.85 9413 41.48 76.46
14512 1.25 5.80 3.87 4147 46.22 88.93
25330 117 6.77 3.78 26.80 33.80 49.07
36170 112 7.07 3.82 46.50 4298 81.71

34770 1.02 7.62 349 30.45 90.99 64.99
34772 1.07 7.63 397 22.04 39.46 66.93
34775 0.88 7.58 374 6190 76.10 70.88
34781 0.96 6.79 3.61 43.02 4057 64.00
34785 1.05 7.48 334 24.00 64.98 71.04

34787 0.77 7.30 399 41.48 52.36 65.05
34799 112 7.60 3.25 17.40 35.05 69.83
29162 0.68 7.05 4.09 28.52 90.75 71.06

30727 1.02 7.01 354 26.40 5419 70.26
19174 0.75 713 3.99 50.32 17.29 67.73

30732 0.76 715 3.7 3397 56.30 63.96
19544 0.69 6.75 3.69 4218 42.77 67.38
35315 0.65 7.48 372 34.86 31.69 69.07
15916 0.58 7.61 353 33.78 73.52 65.52
19330 1.08 6.07 397 90.92 76.93 69.52
19333 0.57 7.21 3.76 45.74 59.59 65.69
31322 0.61 713 3.70 43.41 24.54 66.63
32564 0.59 6.94 3.28 33.72 79.01 67.82
31573 0.62 6.88 355 46.60 55.29 70.40
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3. Estudo Seroldgico

P.PORTO =

ID Animal Ehrlichia spp. Leishmania spp. Dirofilaria Immitis
5383 Negativo Negativo Negativo
31799 Negativo Negativo Negativo
3324 Negativo Negativo Negativo
32335 Negativo Negativo Negativo
32334 Negativo Negativo Negativo
19120 Negativo Negativo Negativo
11366 Negativo Negativo Negativo
10904 Negativo Negativo Negativo
14512 Negativo Negativo Negativo
25330 Negativo Negativo Negativo
36170 Negativo Negativo Negativo
34770 Negativo Negativo Negativo
34772 Negativo Negativo Negativo
34775 Negativo Negativo Negativo
34781 Negativo Negativo Negativo
34785 Negativo Negativo Negativo
34787 Negativo Negativo Negativo
34799 Negativo Negativo Negativo
29162 Negativo Negativo Negativo
30727 Negativo Negativo Negativo
19174 Negativo Negativo Negativo
30732 Negativo Negativo Negativo
19544 Negativo Negativo Negativo
35315 Negativo Negativo Negativo
15916 Negativo Negativo Negativo
19330 Negativo Negativo Negativo
19333 Negativo Negativo Negativo
31322 Negativo Negativo Negativo
32564 Negativo Negativo Negativo
31573 Negativo Negativo Negativo
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4. Biologia Molecular (qPCR)

P.PAORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

ID Animal Ehrlichia spp. Babesia spp. Anaplasma spp. Brucella spp. Leishmania spp.

5383 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
31799 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
3324 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
32335 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
32334 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
19120 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
11366 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
10904 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
14512 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
25330 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
36170 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
34770 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
34772 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
34775 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
34781 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
34785 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
34787 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
34799 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
29162 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
30727 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
19174 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
30732 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
19544 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
35315 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
15916 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
19330 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
19333 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
31322 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
32564 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
31573 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
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C.K. PREST"
Determinagio do tempo de cel

na-caulino (TCK)
C.K. PREST®Z)

* Dispositive para cerca de 120 testes eoptendo:
- 6 Irascos de Aeagente 1 (C.K. Pre
- B rascos de Aeagents 2 (Activatod)
(REF 00598)

C.K. PREST®(3)
« Dispositivo para cerca de 300 lestes coplendo:
cos 0 Reagerte 1 (C.K. Pre
- 6 Irascos de Aeagenle 2 [Activaler)

(REF 00847)
Wewmens 2010

e C€

Furaguls

1/ FINALIDADE
Determinagan do tempo de cetakna-cauling (TCK) segundo o método de
Langded ef al. (1) e Larrieu M.~J.. Wellland C. (3).

2/ INTERESSE CLINICO

6/ RECOLHA E TRATAMENTO DA AMOSTRA
A colnena deve ser realizada em oom as

P.PORTO

* Na conlrolo dos tratamendos com heparina, a lbertagao de factor 4
plaquetério, potencial mmlunr da neparina, represenia uma das

relalivas a exames de hemeslase.

# Colhelta de sangue em solugao de cllzato frissodica 0,109 M: 1 vol_ de
citrato para B vol. de sangue. biizar ubos de colbeita em plastico ou em
vidro silicanade.
Mo cantrolo dos tralamentos com heparina & preferivel utikzar tubos
GTAD que pasmiter inibir a libenagas plaguatana i il (6).

* CentifugagBo: 15 minulos @ 2000-2500 g.

# Conssrvagso do plasma: 4 horas & 20 £ 5 "C (3).
Plasmas com hegaring; 2 okas 2 20 £ 5 *C (ooheita em citrato)

2045 °C (colhelta em CTAD).

7/ PREPARAGAD E CONSERVAGAO DO REAGENTE

* Preparagé
Apds agitagao, transvasar ¢ conteddo de um frasce de Reagente 2 (R2)
pasa Um fraseo de Reagenta 1 NCuios na mesma e  Delkar &
solugdo establlizar durante 30 minutos & |amparmurl amblents (15-
25 "C). Degols. hamagenelzar anies de utiizar.

« Conservacho
Lioflizado: @ 2-8 "C. &l a0 termo do prazo de vasdade Indicado na
embalagem.

* O tempo de permile estudar & actividade
dos faclares de coagulagio da via enddgena (faclares XIL. XI, IX, VIl X,
V., 11}, bem coma o fbrinogenio

* Observa-se um prolongamento do TCK nos seguinies cagos (7):

- Défices congénitos
@ 58 6 12mpo de Quick Satver (OMME), deve-5 ProcuUrar determenar um
défice em:
- tactor VIll (STA® - Deficent VIll, REF 00725)
- tactor IX (STA® - Detclent 1X, REF 00724)
- factor X1 (STA® - Detisient X1, REF 00723)
- factar XII (STA® - Deficient X|1, REF 00722).
@ 5 todos £atas fActnres eSlVerEm HOMMES, BIOSUIA-56 UM détice em
quininogénio de elevado peso malecular (factor Fitzgerakd).
- Anomallas ou détices adouindos
o alecgoes hepaticas
& coagulapatias de consumo
@ anticcagulantes circulanies (ACC) (anliprefrombinase ou ACC
dirig it contra e tastor)
@ ualamento enlicsagulanie (heparing, antivilamina K}
@ tstaments por inibidores da trombena (ex. hinidine, argatrosan_. )

3/ PRINCIPIO DO TESTE

Temge de recalcilicagio plasmitica em presenca de cefalina. (subsiituto
plaquatario) e de cauling {activagao estandardzada do factor XII). Deste
mado, analise-se & via intrinseca da coagulagle {lactores XII, X1, 1X, Vill,
X,V e I) & excepgan das plaguetas

4/ COMPOSIGAQ

* Ry ite 1 eefaling (subssiuto plaquetdrio) preparade segundo Bell &
“Alton (2) & partir de fecido cerebral de coslho, liofilizado.

+ Resgente 2: actasor, suspensan lampao de caulino a 5 mg/mL, fraseo
de 2 mL (REF 00538) ou de 5 mL (REF D0847).

Pt 2 ontn s st [ g cams

s e .umun com precaugic. 96 salns

s-r-nnunlm.hﬁ-w\-.mmh‘mmmmn‘—_n
Arands cancanlragia, pisdem provorar explasde

A s edganta aeLes W oA kst 8 g RumAn s maL. Semgrs
i L i 5 hiana mess S propareFis Svii esgenies, Sha
B 4t aicacpon sk HEN

SELH 18 QnIHIY 20 0 e o,
ma garana &

il dovum s mapolidos tom 1. rechosios Pabblosni iendes s
produtos potenciumants infecioisa.

5: PHECAUCGES

devem ser de 28 °C.
Em\u!\vem(ﬂbe destinado ullizagao para magnemcn in e, Estes
a0 podem ser ullizados por pessoal habilade para o efelto,
aulorizacn pelo laborstdrio

Manipular com precaucdo os reagenies & as amostias dos pacienies. A
eliminagao dos residuos Geverd processar-se em cumgnmento da
regulamentagao local em vigor,

Figura2 - Bula CKPrest

& REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES
* STA® - CaCl; 0.025 M (REF 00357).
« Coag Control N| + [P| {REF 00621) ou System Control [N + [P
[HEF 00B17): contreios narmal @ anommal,
utilzade nos de andlises
" lihicas feciplente de banho-meria ou apareing e aLioMAIcd, como
0 ST art”, pipetas

9 MODO DE FUNCIONAMENTO

O tempo de celaina-cauling do dosnte deve ser comparado com o do
plasma. testemunho. Esle plasma lesiemunhe é constituido por uma
dezena de plasmas teslados isaladamente ou em canjunla (ver ¢ capiiule
“11/ Limites do mettoda’).

Num tuso de hemdlise a 37 °C:

« Plasma puro lestermunho, dosnte ou controlo) 0.1 mL
* Fleagents 1 nomogeneizada, antes da pipetagem o1mL
« Mislurar, incubar de forma exacla . 3 min
# Soh controlo por eronémetrs, sdicionar o CaCI,

0,025 W pré-incubada a 7 °C . 01 mL

Misturar. Registar o lampa de coagulagaa (segundes).

10/ RESULTADOS

Registar 0 1empa de coaguiagao do testemunho e dos plasmas lestados.

O resultade deve ser inlerpretado em fungao do estede clinko & biokigico

ao dsente.

Venﬂcar 58 05 resullados oblidos para os contralos se sluam dentro dos
intervalos indicados na efiquela gue acomganha o disposiivo. Se esles

resultados se stuarem foia do intervalo estabelecido. verficar se o

encontia em boas condiges de funcicnamento: cendigies
operaldrias, reagenies, plasmas & teslar, elc. Se necessdnc, repelir os
teates.

11/ LIMITES DO METODO

« Asspellar rigoresamente o tempo de incubagko de 3 minules. Em cerlos
casos especiais. este tempo pode ser prolongado (maximo de
10 minutos), desde que o lestemunho & o plasma do doente rececam
Igusl tataments.

* 0 CK. Pres® nao & persiments sensivel b5 deficiéncias de pré-
calicreina. A

ina) na .

=

(em pr qualguer

especial® (3)

* Para 0 plasma teslemunho, ilizar plasmas humanos normals: plasmas
recalhidos & parti de urma populagan constituida por hamens & mulheres
de 18 & 55 anos, de boa sadde, NG SUBMENA0S & qualquer medicagio,
mesmo que aparentemente andding e que déem o seu sangue de forma
Esponanes

princpala caicas d o, Por
sangue em oo de pnamm Vidro sieonaso ou bo GTAD
onctuar a zentrifugagio ne praze de uma hora, para as colhelias
efectuanas em Cireto, & e 4 homas Para &S comeltas realizadas em
CTAD.
Quakpuer qun e o nekrnen da hepaiine (tllcade uaperine. n
fracciondria ou de baixo peso molecular] & quaiquer que ssja
(curativa ou preventiva), & necessarn proceder a contagens e
reguiares anles e durante o Iralamento, para deteccdo de uma eventual
HOMmBopenia induzits peia heparina (TIH) (10). Esta tiombopenia pode
ser delectada por meio do dispositve Asserachrom® HPIA (REF 00615)
que permite detectar 08 anticomos.
4 plaguetdria presentes na grande masora das TIH.
u pade,

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

OGRAFIA

LANGDELL RD.. WAGNER RH., BRINKHOUS K.
“Effect of antihemopniks factar an one-siage loting lests’ J. Lab. Clin.
Med., 81, 637647, 1953,

revelar-se
il

12F INTERVALO DE REFERENCIA
s valores. normass varlam em fungBo das condigOes lcais (lipo
pupulugao.em.: Por esla razao, recomenda-se gue cada e boraitin
estabelecer 08 seUs proprios valores. Cansideram-se geralments como
Fermiaee tempos de coagulagao incluidos no intervala: média (X) = 2
desvio padiao (5]
A tlulo de exemplo, 50 plasmas Rumanos normals foram testados no
ST art®. O tempo oblida fol de 30,4 segundas, com um desvio po
de 2.4 segundos.
O tempo de cefaling + activador (TCK) apreserta-se estalisticamente
alongade nos Indviduos jovens. Inversamente, cbservam-se 1BMpos mais
curtos nas populagbes kosas (4.

13/ CARACTERISTICAS DO METODO
Estudos de reprodutibilidade intra e inter-deste foram realizados em
diferertes plasmas com o reagente C K. Prest™. Os resullados cblidos no
ST ant® estio Indoados no qUBNK saguinte:

intra-teste inter-teste|
Amosira | Amostra 1 | Amosta2 | Amostad | Amostad
n 24 24 10 10
% (s) 22 501 26 56
DS (5) o4 085 088 138
ov (w.) 14 17 20 a0
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3. LARRIEU M., WEILLAND G
“Utiisation de I3 “cphaline” dans les tests de coaguiation” Nouw Rev.
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AV - cact, 0.025 m

Solucéo de CaCl; 0.025 M para testes de coagulagao

& Dispositivo contendo 24 frascos de 15 mL C €
(REF 00367)

Novembro 2022 (00367 PT_11) Portugués

1/ FINALIDADE

O STA® - CaCl, 0.025 M & uma solugio aguosa de cloreto de calcio
utilizada para testes coagulimétricos como o tempo de tromboplastina
parcial ativado (aPTT) ou para testes de fatores da via intrinseca nos
analisadores das familias STA-R®, STA Compact®, STA Satellite® e ST art®.

2/ COMPOSICAO

Cada embalagem de STA® - CaCl, 0.025 M contém uma etiqueta com codigo
de barras. Este codigo de barras contém as seguintes informagodes: nimero
do lote, referéncia do dispositivo, referéncia do reagente e prazo de validade.

STA® - CaCl, 0.025 M: solugiio de CaCl, 0.025 M.

Este reagente contém azida sodica (< 1 g/L) como conservante.

Os reagentes contendo azida sodica devem ser eliminados com precaugio. Se estas
des se a ser elimil na i é irio mistura-las com agua

corrente em abundéncia, a fim de evitar a formagao de azidas metdlicas que, quando em

grande concentragéo, podem provocar exploses.

3/ PRECAUCOES

A embalagem intacta deve ser conservada & temperatura de 2-8°C:
Exclusivamente destinado utilizagao para diagnostico in vifro. Este
reagente so pode ser utilizado por pessoal habilitado para o efeito,
autorizado pelo laboratério.

Antes de utilizar ler atentamente o “Manual de Reférencia” relativo ao
instrumente utilizado.

Manipular com precaugdo os reagentes e as amostras dos pacientes.

A eliminagao dos residuos devera processar-se em cumprimento da
regulamentacgao local em vigor.

Para um utilizador na Uniao Europeia e em paises com um regime
regulamentar idéntico (Regulamento 2017/746/UE relativo aos dispositivos
medicos para diagnostico in witro): caso, durante a utilizacao deste
dispositivo ou como resultado da respetiva utilizagdo, ocorra um incidente
grave, comunigue o mesmo ao fabricante e & autoridade nacional.

4/ PREPARACAO DO REAGENTE

Se o frasco for conservade a 2-8 °C, aguardar que estabilize a temperatura
ambiente (18-25 “C), durante 30 minutos, antes de utilizar.

Ao utilizar este reagente nos aparelhos da linha STA®, nio colocar o
STA® - Reducer nem a cédpsula de vedagéo.

5/ ESTABILIDADE E CONSERVAGAO DO REAGENTE

Quando conservado & temperatura de 2-8 °C em estado original, o reagente:
mantém-se estavel até ao termo do prazo de validade indicado na embalagem.
Apos a abertura, o reagente mantém-se estdvel durante:

— 24 horas a 37 °C

— 3 dias nos analisadores das familias STA-R® e STA Compact®

— 6 dias nos analisadores da familia STA Satellite™.

Em caso de utilizagao fraccionada, a solugao restante de STA® - CaCl,
0.025 M mantida a 2-8B °C no frasco de origem devidamente rolhado,
conserva-se estavel, desde gue ndo contaminada, até ao termo do prazo
de validade indicado no frasco.

6/ REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES

* Reagentes para a realizagio dos testes de coagulagao.

« Analisadores das familias STA-R®, STA Compact®, STA Satellite® ou ST art®.
« Equipamento habitual

laks

1te ufilizado nos orios de andlises clinicas.

7/ MODO DE UTILIZAGCAO

« Com analisadores da familia ST art®, consultar as instrugdes
correspondentes aos testes a realizar.

* Com analisadores das familias STA-R®, STA Compact” e STA Satellite®,
apos a abertura do frasco, intreduzi-lo ne equipamente come indicado
no “Manual de Reférencia” relativo ao instrumento utilizado. O
posicionamento do frasco devera respeitar as seguintes instrugdes:

— nos STA-R®, colocar o frasco na zona R2 da gaveta de produtos

— nos STA Compact®, colocar o frasco na gaveta de produtos

— nos STA Satellite®, colocar o frasco no carreto de produtos.

O equipamento utiliza automaticamente o STA? - CaCl, 0.025 M (ver o
“Manual de Reférencia”).

As i i sdo indi por linhas pontilhadas na margerm.
DIAGNOSTICA STAGO SAS. s informagtes. eicu imagens coradas nese documents
3 allée Thérdsa satho protegelas par copght ® ouros dimitos de
52600 Asniéres sur Seine (France) ) praprisdada rislectual, & 2022, Disgrostca Siaga, fodas o
+33 {0} 46 88 20 20 Stago dirakos rasarvados. O ogaipos alou os namas dos produbs

wew.stago.com e Diagnosica Sage sz marcas regisiadas.

Figura 3 - Bula CaClz
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SYSTEM CONTROL [N/ + P!
Plasmas de controlo para os testes de coagulagio

* Kit contendo:
- 12 frascos de 1 mL de Reagente 1 (System Control [N
- 12 frascos de 1 mL de Reagente 2 (System Control P

(REF 00617} CE

Sstembro 2022 Forfugués

1/ FINALIDADE

O kit System Control [N] + [P & constituide por um plasma normal & um
plasma anormal, utilizados para o controlo de qualidade, na avaliacdo dos
par@metros da coagulagéo.

Os pardmetros abaixo indicados sdo determinados no Reagente 1

(System Control [N):

— taxa de protrombina (TF): Néaplasﬁne@ Cl Plus (REF 00375, 00376)

—tempo de cefalina + activador (TCA): C.K. Prest® (REF 00598, 00847),
PTT [Alutomate @ (REF 00480) ou STA® - Cephascreen® (REF 00308,
00310)

i~ fibrinogénio (método de Clauss): Fibri-Prest® [Alutomate @ (REF 00613)

: ouSTA® - Liquid Fib (REF 00673)

— tempo de trombina (TT): STA® - Thrombin (REF 00611, 00669)

— tempo de Reptilase®: STA® - Reptilase® (REF 00614

— factor |l: STA® - Deficient Il (REF 00745) ou STA® - ImmunoDef Il
(REF 00740)

— factor V: STA® - Deficient V (REF 00744)

— factor VIl: STA® - Deficient VIl (REF 00743)

— factor VIII: STA® - Deficient VIl (REF 00725)

— factor IX: STA® - Deficient IX (REF 00724)

— factor X: STA® - Deficient X (REF 00738)

— factor X|: STA® - Deficient XI (REF 00723)

— factor XII: STA® - Deficient XIl (REF 00722)

— antitrombina: Liatest® AT |1l (REF 00568)

— proteina C: STA® - Staclot® Protein C (REF 00747)

— proteina 5: STA® - Staclot® Protein S (REF D0746).

Os mesmos pardmetros, & excepgéo dos tempos de trombina e de
Reptilase™ sao determinados no Reagente 2 (System Control [P)).

O TP e o TCA s#o testes globais de exploragéo da hemostase. O TT e o
tempo de Reptilase™ permitten explorara fibrinoformacéo. Os factores VI,
X, X1, X, VL WX N e fibriogénio estao implicados na coagulagao
propriamente dita. A antittombina (AT), a proteina C e a proteina 5 sao
inibidores fisioldgicos da coagulacao.

2/ COMPOSICAO

* Reagente 1: System Control [N, plasma humano normal com citratado
liofilizado.

* Reagente 2: System Control [P, plasma humano anormal com citratado
liofilizado.

Estes reagentes contém produtos de orlgem humana efou animal. Sempre que é requerida a
utilizagdo de plasma humano na preparagio destes e840 utllizad

|dados para a do génle HBEs e dos anticorpos antl-HCV, anti-HIV 1 &
ant-HIV 2, e o resultado obtido é negativo. No entanto. nenhum método oferece uma garantla
total da Inexisténcia de agentes infecclosos. Assim, estes de orlgem
devem ser dog eom as habltualh para produtos
potenclalmente infecclosos.

P 3

3/ AVISOS E PRECAUCOES

O kit deve ser conservado a uma temperatura entre 2-8 °C.
Exclusivamente destinado para a utilizagao de diagndstico in witro. Estes
reagentes s6 podem ser utilizados por profissionais habilitados para o
efeitn e devidamente autorizados pelo laboratdrio.

Manipular com as precaugbes de manuseamento os reagentes e as
amostras dos pacientes. A eliminagio dos residuos deverd processar-se
em cumprimento da regulamentacao local em vigor.

4/ PREPARACAO DOS REAGENTES

Para cada um dos Reagentes 1 e 2, adicionar exactamente 1 mL de dgua
destilada. Deixar a solucéo estabilizar, durante 30 minutos, & temperatura
ambiente (18-25 “C). Em seguida, homogeneizar antes de utilizar.

5/ ESTABILIDADE DOS REAGENTES
+ Liofilizados: a 2-8 “C, até ao prazo de validade indicado na embalagem.
* Reconstituidos: 4 horas a 20 £ 5 °C.

6/ REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES

* Reagentes que permitem a realizacdo dos testes indicados no
capitulo 1.

* Equipamento habitualmente utilizado nos laboratdrios de analises
clinicas.

Figura 4 - Bula System Control N + P
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7/ MODO DE USAR

Utilizar os plasmas System Control [N| e [P] de forma idéntica & dos
plasmas a testar.

8/ CARACTERISTICAS

A taxa dos diferentes pardmetros pode variar de um lote para outro, mas
estd indicada com precisdo para cada lote. Vier a etiqueta incluida no
dispositivo (os tempos de coagulagao foram determinados nos aparelhos
semi-automaticos ST art® de Diagnostica Stago).

As taxas de fibrinogénio, dos factores I, W VIL VI, 1X, X, XI, de AT, de
proteina C e de proteina S sao determinadas com relagdo a padrdes
secunddrios das Normas Internacionais existentes, designadamente:

— 09/264 estabelecido em 2011 para o fibrinogénio

— 09/172 estabelecido em 2010 para os factores Il, VI, IX, X

— 16/374 estabelecido em 2018 para o factor V

— 07/316 estabelecido em 2009 para o factor VI

— 15/180 estabelecido em 2016 para o factor X|

— 08/258 estabelecido em 2010 para o AT

— 02/342 estabelecido em 2006 para a proteina C

— 03/228 estabelecido em 2006 para a proteina S.

9/ CONTROLO DE QUALIDADE

Na determinagéo dos diferentes parémetros, verificar se os resultados
obtidos para os Reagentes 1 e 2 se situam dentro dos intervalos indicados
na etiqueta. Se estes resultados se situarem fora dos intervalos, verificar o
funcionamento correcto dos testes: condigdes operatdrias, reagentes, etc.
Se necessdrio, repetir os testes,

As mudangas significativas sao indicadas por linhas pontilhadas na margem.
DIAGMOSTICA STAGD B.AS. As loimGRaE A IMagans conEE fasl documenls
5 alléa Thiresa &stao prolagidas por cogyright @ culms dimics oo
B2600 Asnidres sur Seine [France) propedada inlseciual, © 2022, Dagnesiica Sags, wodos os
+33 (0)1 46 8B 20 20 & e O b i s proshncs.
webdmaster @ 2laga.com o Diagrieetica Siago sk mans mgstadis

-
g
Stago
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- NeoPTimal
Determinagaa do tempo de protrambina (TP)

B - NeoPTimal &

* Kit contendo:
~6 x5 ml trascos de Reagente 1 (STA® - NeoPTimal )
~ 6 x5 ml Irascos de Reagente 2 (Salvent)

(REF D1163)
ﬁﬁ] - NeoPTimal 40

* Kit contendo:
- 12 x 10 mL frascos de Reagents 1 (STA® - NaoPTimal ©)
~ 12 x 10 mi. Irascas de Reagants 2 (Salvent)

(REF 01164)
ﬁﬁ] NeuP'nmul 29

~12x 20 mL frascos m Haugmm 1 (sw‘ NeoP Timal 20)
i

~12x 20 mL trasces de Reagente 2 (Salvent)
m (€
0459

(REF 01165)

« Reagente 2: solvenle que contém edicio, S-mL, 10-mL ou 20-ml por
fraseo, de acordo com o tamanho da embalagen.

\
. Tespeies i s sielcs Seve s siinade com pecauhe. S0 sten

‘coerends am abundincia. a lim do eviar 4 lmagks de azidas mellicas qus, sm grande
aantrace. posem pravosar explsie.

5/ PRECAUCOES

Qu ks devem ser conservados @ uma lemperatca s 24 -G
para a ullizagao vitro Estes

reagenies s podem ser ulikzados por prafissionais habiados paa o

oloita @ devidamenta autorizados pelo laboratdio

Cortifique-sa do que mistura os fraseos do Reagante 1 com os frascas do

Reagente 2 do mesma late.

Antes de uilizar, ler alentamente o *Manual de Reférencia” relativo a0

equipamento ullizade.

i

O Reagente 2 cantém hexahiarata de sultato g niquel. Na concentragio
TomBCda (= 0.1 %), €516 reagenle & CAISSACAO COMG Sensibilizante.

Aangio
HA17: Pode provocar uma raacgdo alé

P20 Usar ires o e aStebre da. protecaoprotecso
oculariprolecgio

Pita . Pasc. St ENTRAR EM CONTAGTO COM A PELE: lavar
‘abundantementa com sabante @ dgua.
A o voageics desen Wi cord prouon de odgm Pumara el

Marga 2023 (0116301 16401165_PT_08) Porguas
1/ FINALIDADE
STA® - NeoPTimal fomacem reagentas da tromboplastin a partr de
-lmudauémhmthmslnmm mmmnm plasma
0 tempo de peotiombina (TF)
i STA . STA Compact & STA Salobtot. O STAC - ook Treal§
coaguiagao decinado s ser utkzado peos profiscionais
da avakiagao da

Relagso Internacional Normalizada (INR)

utilizando a

2/ RESUMO E EXPLICACAO
© tempa de protrombing consiste num feste de rastreso da coagulagio.
+ Observa-se (1) um TP prolongado em dversas situsgies clinicas,
como sendo:
- deficiéncias em factores 11, V, ViI, X ou

anmai
Snctes eagantin, sho R imdon mitdos v detecgan do
mwm&ammmmmwum«m sormsutacy
& negaiivo. No uma garanta total
wmaamm Assim, ummmﬂurwm
para produtos potenciaiments infeociosss
A eininecto de reviduoe deverd processares de acono com @
reguiamentagio local em
Pars. . utlaador . Un

ises com um regime

respetiva uiil
mesmo ao fabricante e & autoridade naci

6/ COLHEITA E TRATAMENTO DA AMOSTRA
A soltuta cevs s oslzels o purkcaco b o Emeiogfon

- msubcigneia hopdlica (Cirross, henthhe) "U]
- administragio de antivitaminas
- coagulago infravascular disseminada :x:wm @)

* OTP também & wtzado ara o cslclo i I am dosries que racebem
a terapia de da viamina K (4, 15). O valor da INA
comesponde a0 e 3o doente com o do TP
oo s pobnca do 151 (naca 48 Senaibidase Imemaciond da
womboplastna utilizada.

. ( 1empo de protrombina do doenta 151
Tempo- e profrombina 6 controlo

* Calher o saniun em mlqlu da citralo trissédico 0,108 M: 1 wol. de
citrato para 9 vol. da sangue (12, 14).
= Centifugagao: 15 minutos a 2000-2500 g. Como aharnativa, cantrifugar
o tubo de’ amostra com & velocidade & 0 tempo necessarios para
proguzir plenma pobre em plaguetas (< 10 000 plazuetaziLl. O
processo o cenirfugagio aemaiho deve ser valdado locaimente.
B oneutar  CLSI H21 para mal datahes.
» Consernvagio do plasma: 24 horas a 20 + 5 °C {14).
Mo conservar a 2-8 °C (1),

o valor do 1| de uma

protrombina de plasmas normais e de mmmmsabk\fksﬁn o E bos
poram| o . por cuteo lack, com - m-xhrh trasco de Reagente 2 (R2) i de
,porim e, Tartovesir 6 6 - o 2 (R2) ram frasco
& ombeplastina de referincia (2) Reagente 1 (R1) incluido no mesmo lote. Deixar o o estabilizar
" durante 30 minut A temperatura ambiente (18-25 “C). Em uida,
 PRINCIPIO DO TESTE Sgite. mults, wigorosamante, o segncios. o Tasaa
O principio da tampo da protrombina consists sm comparar, am presanca 1 para obtar uma Suspansdo homogénes. Posariment.

omoplasinis calcce o femgo de coBguisgdo co plasma 3
com a de um controio normal Ubkz: ca. O teats avale,

.a anvidade do. factor I (prorombing), Go
{proacelerina, do faclor Vi (prconverinal, oo facor X (lcir de Staar)
@ do factor | {fibrinogénio) da coagulagio.

4 COMPOSICAD
Cata it de STA® - NeaP Timal contém uma tuss com i de bares
Este codigo o baras contém as seguintes i umero de lote,
referéncia do ki, referéncia dos aviade, vaior o 1
eterminach 1 anasacores oa Hna STAC & vaorss de caitvag para
8 185UItAd0S M PerCentagens.
* Raagente 1: STA® - NacPTimsl, uomacplastng lcflzads praperads &
el de axrsia de cérebeo de cosho, O vsler de IS1 do STAY -
BT

adicione um agitador magnético
~Pam o

STA® - NeoPTimal &, m usa © agitador magnético beanco!

_(heF zraz)

Pasa 0 STAY - NeoPTimal G em instrumentos da familia STA-RY, use:

2 agtardor magnétco branca (REF 27425)

- NeoPTimal @ em |nnmrr-nlni d- Pamﬂu STA

- NeoPTimal @) e cépsua de piisico

opercuiada (STA® - NooPTimal 5 ou ).

Aa bars magnétcas ulzagas pars homopenaizagio do eagenie o
dar origem a contaminages. Para evitar que tal

8 Qe anerEncia 02 b AghEHCa para U NV Yese, avar
& bama magndicn co dqus desteda @ seca. por lerma o lmnar
‘qualguer vasligio de humidade. Além disso, slectuar semanalmenta uma

imal,
nmnmwaswa cérstro de )dsauomomu

procedendo da sequi
- colocar a bama magnética sob agitagao num frasco oe STA® - Dasorb U

rScamandac pea WHO (Worid Healh O
fornecida . O valor g0 IS1 para o STA® -
WWDGB 10

O STA” - NeoPTimal contém um inibidor da heparina, o que permite

om factores I, V, VII, X /oy fibrinogénio (ver o capituio 1),

NeoPTimal &

Figura 5 - Bula Neoptimal

(REF
~ ransferio para um frasco de dgua destlada e delxar sob agitagao
durante § minutas

~ repelit 6sta Gima GperagaO Com um Nova frasco de dgua destiada
~ sacar a barra magnética por forma a eliminar qualquer vestigio do
humidade.

P.PORTO

* Conservagio
Quando conservados a 2.8 °C i amtalagem de origom, os wagunice

imal (b mantén-56 estver:

al
Aot scontinued o S
com & capsula de plastico

MooPTi
nética, STAS - Reducer &

O horas nos analisadores das familas STA-FS & STA Compact®

» 4 dias nos analisadores da tamilia STA Satellite®.

- no frasca de arigem tapado (retirar o STA® - Reducer): & eiaaaa-a .
ansiituigan, o STA® - NeoPTimal @ mantém-se estive

gy bara maghetica, STAS - Reducer o clpsula 36 'y plastico

38 horas nos analisadores s familas STA R* & STA Compact®
- 4 dias nos anal da familia STA Satelite’
Apds reconsthucdo o ST - NecPTimal @ mankdny-ss estbes
~com barma magnética:
- 48 horas nos analisadores das familias STA-R® & STA Compact®.
Nao congelar.

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

11/ LIMITAGOES DO METODO

* Colneita
UM inicio minimo da coaguiahn (Micro-codguios) a4
redugdo Importante dos lempos modidos (activagao aum-nmwm 00
o s gl gl i

prolanga

« Anticoagulm
Resperar a lncéo entre o volume de enticoaguiante & o do sangue
recolhido. Em caso de matécrito, modiicar &

quantidads do anticaagulante em fungao de tal variagao

STA® - NeoPTimal néio & sensivel 43 seguintes substincias:

heparinas ndo Iraccionadas (alé 1.0 UlimL) e heparinas de baixo peso
molecular (até 1.5 Ul anti-Xa/mL). Testes etetuados de acordo com &
dirstiva CLSI EPO7-A2 (9}

* HIL

STA® - NeaPTimal & insensivel & hemoglobina {até 40 iL)

). bilimubinai
conjugada (até 342 umollL), biimubina ndo canjugada (até 342 umolL)
Testes d

NB as condigbes

(a bordo do equipamento eiou a 2-8°C), cada laboralono davord
0 seu proprio prazo de estabilidae da acordo com a sua

préica. Efts prazo nis devers exceder & eslaniiiade referda acina, &

ual ol doterminada sod condgies contoadas

Mo caso de conservacio a 2 03 reagenios estabilizar &

erparstua amtvents (18-25 ) curants 30 rmutos ames ds ubkzar

& REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES
. BI'A‘ Owren-Koller (REF 00350).
ww\n n\PIﬁFmﬂ - Coag Control [N+ (P
1HEF00679: - Routine GC 2 mi (REF 00554) ou STA® - Routine
G PJPLUS [AEF 00714; oonm normal o

+ Analisadores das familias STA-R® ou STA Compact® (STA® - NeoPTimal
®, 9 ou @).

« Analisadores da familia STA Sarsiite® (STA® - NeoPTimal  ou m).

+ STA® - mini Fleducer (REF 00797) para STA® - NeaPTimal .

+ STA® - maxi Reducer (REF 008D1) para STA® - NeoPTimal .
 Agtador magnético (REF 27425) para o STA* - NeoPTimal ®, @ ou
STA® - NeoP Timal @ nos Instrumentos da tamilia STA-R®

* Agitador magnético (REF 26674) para o STA® - NeoPTimal @ para
instrumantos da familia STA Compact®.

. Iaboratérios

a7 m
CLSI EPO7-A2 (9).

* Daptomicina
O teste STA® - NeaPTimal & insensivel a daptomicina até 225 gim..
Testes stetuados de acordo com a dirstva CLSI EPO7-A2 (3).

* Inibidores da trombina e do fator Xa
Esies inbidores presenies na amostra a ftesiar sdo susooplivels de
provocar 16.8)

12/ INTERVALO DE REFERENCIA
Os valores normais va o o Shpandaoes | e
o, don iioanesion  da Vorkon wizaca. Comos e, Gl
rminar 0s seus proprios valores esperados com base
na tcnica e nos instrumentos utlizados
Se 0s resultados do TP forem expressos em percentagerm de atividade
normal, 0s valores normais esperados devem ser maiores do que 70 %
{19). Os valores mais altos do que 100 % ndo tém qualquer signficada
patoigloo
Por exemplo, 125 piasmas h presumidamente_normais foram
Testados com o STAS - NeoPTimal no STAF®, STA' Compact® o
STA Satolite®. Do acordo com a CLS| EP28-A3c (20) o TP médic dafinido
&da 13,5 £ 1,8 segundos.

8/ MODO DE FUNCIONAMENTO
9.1, Calibragio
et

Para introduzi 0s valores de calloragio no
o cédigo de barras

barmas do apareho, A calbeagan serd validada para lodo o lote, apos
determinagao do TP dos dois niveis de controlo.
A curva de cal isualizada no ecrd do apareha &

partir do menu c.numwmro “Manual de Reférencia’).
9.2. Plasmas a testar
Os plasmas a testar 3o utizados em estado puro. Sio introduzidos o
r 0 ‘Manual de Reférencia” relativo a0 apareiho uiiizado)
Seleccionar ofs) testefs) a efectuar no plasmas dos pacentas.

ntralos
Os contiolos A0 NECessaros para verificar a exactiddo e a
repredutibilidade dos resultados. Davem ser ufil mswsmmu
contrlo_ dfsrenies. Preparar estes conirolos @

controlos 3o ulizados em estado puro.

9.4, Ensaio
Para a realizagho do teste, consulte o protocolo desorito em “Test
Setup” (Configuragao de teste) do instrumento.
O ensaio é realizado automaticaments peio StruMENto (consultar o
Manual de Referéncia).

Eoios

10/ RESULTADOS
O lampo do provomna das amosias tetidas 4 visusizado om famgo

o sainel do analsador (sagundos. IR %, proporcdo. no el oo
apam[vamw nual de resultado deve ser interpretado
& fungao do estado clinico & bioldgico ey
Verificar se os resultados obtidos para os controlos se situam dentro do
intervalo indicado na bula incluida no kit. Se o indicar que os

obiidos para nirolos se situam fora dos limites indicados
T bl mcuid o, 6 necessirc velcar 36,0 53 ¢4 a funcionar
convanigntemente: condicdes operatorias, reagentes, plasmas a testar,
etc. Sa necessirio, repetir 03 ensaios.

130T POR K

* As antivitaminas K [AVK) provecam uma redugda do nivel plasmaticn
dos tactores Il (pm:mmmq "V proconerinay, X ftacior Shuat) & BX
{tactor antl-hemofi

< Pam a s..pwsaa no; watamentos por AVK, consultar as
recOMBNdacoes em Vigor.

14/ CARACTERISTICAS DO METODO

Foram utiizadas vérias amostras para a repstibilidads & em estudos de
precizio imralaboratorial. Os resultados obtidos com o STA® - NeoPTimal
da STA-R® sao aprasentados abaix. Foram reaizados estudos de

precisto EPDS-A3 (17) da
CLsi
Repatiidade Procisao intia-aboratorial
Amostra Amostra 1 ‘Amostra 2 Amastra 1 Amostra 2
i) [ 80 80 80
% (s) 150 280 150 280
SO (5) 012 036 018 056
oV (%) 08 13 12 20

15/ COMPARAGAO DE METODOS

‘seguintes: ¢ = 0,96, lendéncia = 1,09 & ordenada de arigem = -0,01
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16/ PROTOCOLOS ALTERNATIVOS

Os capitulos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11 e 13 acima sdo igualmente validos para o
teste em método semi-automatico.
:Este protocolo & aplicavel para o STA® - NeoPTimal § (REF 01163)
nos analisadores da familia ST art” (método semi-automatico).
16.1. Preparacéo e conservagao dos reagentes
* Preparacao
Transvasar o contetido de um frasco de Reagente 2 (R2) num frasco
de Reagente 1 (R1) incluide no mesmo lote. Deixar o reagente
estabilizar durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C).
Em seguida, agite muito vigorosamente, durante 10 segundos, o
frasco do Reagente 1 para obter uma suspensao homogénea.
Em seguida, adicione uma barra magnetica (REF 26405) ao frasco.
As barras magnéticas utilizadas para homogeneizagao do reagente
nao devem dar origem a contaminagoes. Para evitar que tal
acontega, antes de gualquer transferéncia da barra magnética para
um novo frasco, lavar a barra magnética com agua destilada e seca-
la, por forma a eliminar qualguer vestigio de humidade. Alem disso,
efectuar semanalmente uma descontaminagdo da barra magnética,
procedendo da seguinte forma:
—colocar a barra magnética sob agitagdo num frasco de STA® -
Desorb U (REF 00975) durante 5 minutos;
— transferi-lo para um frasco de agua destilada e deixar sob agitagao
durante 5 minutos
— repetir esta ultima cperagac com um nove frasco de agua destilada
— secar a barra magnética por forma a eliminar qualquer vestigio de
humidade.
+ Conservagao
Quando conservade a 2-8 °C na embalagem de origem, o reagente
mantém-se estavel até ao prazo de validade indicado na
embalagem.
Apos reconstituigae, o reagente mantém-se estavel :
- 8 horas a 37 “C (agitado no analisador),
-48horasa20+5°Ce
- 8 dias a 2-8 °C.
Nio congelar.
NB : Considerando as varias combinagdes de condigdes de conservacao
(parcialmente a bordo, parcialmente a 20+5°C ou 2-8 °C), cada
laboratorio devera estabelecer o seu proprio prazo de estabilidade de
acordo com a sua pratica. Este prazo nao devera exceder a estabilidade
referida acima, a qual foi determinada sob condigdes controladas.
Mo caso de conservagido a 2-8 °C, deixar os reagentes estabilizar a
temperatura ambiente (18-25 °C) durante 30 minutos antes de utilizar.
16.2. Reagentes e material auxiliares
« STA® - Owren-Koller (REF 00360).
* Unicalibrator (REF 00625) ou Etaloquick (REF 00496).
* Coag Control N + [P (REF 00621) ou System Control [N + [P|
(REF 00617): controlos normal e anormal.
e Instrumentos da familia ST art®.
* Agitador magnético (REF 26405).
* Equipamento habitualmente utilizado nos laboratérios de analises
clinicas.

16.3. Plasmas a testar e Controlos
Os plasmas a testar ou os controlos sao utilizados em estado puro.

16.4. Protocolo
Consulte a aplicagao do instrumento.

16.5. Resultados
O resultado deve ser interprefade em fungao do estado clinico e
biolégico do paciente.
\ferificar se os valores obtidos para os controlos se situam dentro dos
intervales indicados na bula incluida nas embalagens de Coag
Gontrol N + [P ou System Gontrol [N + [P controlos.
Se os valores de controlo estiverem fora dos intervalos referidos,
verificar todes os componentes do sistema de teste para confirmar
gue todos estao a funcionar corretamente, ou seja, condigoes de
ensaio, reagentes, integridade dos plasmas a serem testados efc. Se
necessario, repita o teste.

Intervalo de referéncia

Os valores normais poderdao variar de laboratdrio para laboratdrio,
dependendo dos reagentes, instrumentos e técnicas. Como tal, cada
laboratério deve determinar os seus proprios valores esperados com
base na técnica e na instrumentagao utilizadas.

Se os resultados do TP forem expressados em percentagem de
atividade normal, os valores normais expectaveis devem ser
superiores a 70 % (19). Valores superiores a 100 % nao tém
significado patoldgico.

Para informacao, 112 plasmas humanos presumidamente normais
foram testados com o STA® - NeoPTimal & no ST art Max®

O intervalo de referéncia observado foi de 13,2 seg. — 16,9 seq.

16.6.

Figura 5 - Bula Neoptimal (continuacao)

16.7. Caracteristicas de desempenho
Os estudos de precisao foram realizados de acordo com a “guideli
CLSI EP05-A3 (17) utilizando amostras de controlo (20 dias, 2 série:
por dia, diferentes operadores). Os resultados obtidos pel
analisador ST art Max® com STA® - NeoPTimal (8 séo apresentado:

abaixo:
Repetibilidade Precisao intra-laboratorial
Amostra Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
_n 80 80 80 80
X (s) 147 26,9 14,7 26,9
5D (s) 0,25 0,46 0,50 1,32
CV (%) 1.7 1,7 3.4 49

16.8. Comparagao de métodos
Foi realizado um estudo de correlagio em 144 amostras com o STA®
NeoPTimal 5 nos analisadores ST art Max® e STA R Max®da Stag
Os resultados obtidos sdo os seguintes: r = 0,998, declive = 1,
intercegao em y = -0.4 s.

O Resumo de seguranca e desempenhe deste dispositivo pode s
transferido a partir da EUDAMED (Base de dados europeia), quand
operacional, e esta igualmente disponivel através do seu representants

local. H
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27/ - OWREN-KOLLER

Tampao Owren-Koller para os testes de hemostase

* Dispositivo contendo 24 frascos de 15 mL c €
(REF 00360)

Margo 2022 (00360 _PT_12) Portugués

1/ FINALIDADE

O reagente STA® - Owren-Koller & utilizado como tampao de diluigéo para

‘reagentes e plasmas humanos nos testes de hemostase realizados com
‘os analisadores das familias STA-R®, STA Compact®, STA Satellite® e
ST art®.

2/ COMPOSICAO

Cada dispositivo de STA® - Owren-Koller contém uma etiqueta com cédigo
de barras. Este codigo de barras contém as seguintes informagdes:
nimero de lote, referéncia do dispositivo, referéncia do reagente e prazo
de validade.

STA® - Owren-Koller: solugéo tamponada* apresentando um pH de cerca
de 7,35.

Este reagente contém azida sddica (< 1 g/L) como conservante.

Os reagentes contendo azida sddica devem ser eliminados com precaugio. Se estas
se i aser na d0, 8 o mistura-las com dgua

corrente em abundéncia, a fim de evitar a formagao de azidas metdlicas que, quando em

grande podem p pl

* In BABY C.: ‘Biologie des hémorragies et des thromboses", Paris:
Masson et Cie, 72-73, 1966.

3/ PRECAUCOES

A embalagem intacta deve ser conservada a temperatura de 2-8 °C.
Exclusivamente destinado utilizagdo para diagndstico in vitro. Este
reagente sé pode ser utilizado por pessoal habilitado para o efeito,
autorizado pelo laboratorio.

Antes de utilizar, ler atentamente o “Manual de Reférencia” relativo ao
equipamento utilizado.

Manipular com as precaugao os reagentes e as amostras dos pacientes. A
eliminagdo de residuos devera processar-se de acordo com a
regulamentagio local em vigor.

{Para um utilizador na Unido Europeia e em paises com um regime
iregulamentar idéntico (Regulamento 2017/746/UE relativo aos dispositivos
‘medicos para diagnostico in vitro): caso, durante a utilizacdo deste
‘dispositive ou como resultado da respetiva utilizagio, ocorra um incidente
:grave, comunigue o mesmo ao fabricante e & autoridade nacional.

‘Esta disponivel uma folha de dados de seguranga mediante pedido, se
‘exigido pela regulamentacgéo local

4/ PREPARACAO DO REAGENTE

Deixar o reagente estabilizar a temperatura ambiente (18-25 °C) durante
30 minutos antes de utilizar.

‘Ao utilizar este reagente nos aparelhos das familias STA-R®, STA Compact®
‘e STA Satellite”, nao colocar o STA™ - Reducer nem a capsula de vedagao.

5/ ESTABILIDADE E CONSERVAGAO DO REAGENTE

Quando conservade a temperatura de 2-8 °C em estado original, o
reagente mantém-se estavel até ao termo do prazo de validade indicado
na embalagem.

Apés a abertura, o reagente mantém-se estavel durante:

i~ 3 dias nos analisadores das familias STA-R” e STA Compact”

i~ 6 dias nos analisadores da familia STA Satellite®.

Em casoc de utilizagdo fraccionada, a solugac restante de
STA® - Owren-Koller mantida a 2-8 *C no frasco de origem devidamente
rolhado, conserva-se estavel, desde gue nio contaminada, até ao termo
do prazo de validade indicado no frasco.

6/ REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES
* Reagentes para a realizagao dos testes de hemostase.

‘. Analistgdores das familias STA-R®, STA Compact®, STA Satellite” ou
i ST art®.

e Equipamento habitualmente utilizado nos laboratdrios de andlises
clinicas.

Figura 6 - Bula Owren-Koller

P.PORTO [

7/ MODO DE USAR

+ Com analisadores da familia ST art®, sugerimos consultar as instrugdes!
correspondentes aos testes a realizar.

Nos aparelhos das familias STA-R®, STA Compact” e STA Satellite™!
apds a abertura do frasco, introduzi-lo no equipamento como indicado
no “Manual de Reférencia” relativo ao instrumento utilizado. O
posicionamento do frasco devera respeitar as seguintes instrugbes:

- nos STA-R®, colocar o frasco na zona RO da gaveta de produtos

- nos STA Compact®, colocar o frasco na gaveta de amostras

- nos STA Satellite™, colocar o frasco no carreto de produtos.

O equipamento utiliza automaticamente o STA® - Owren-Koller (ver o
“Manual de Reférencia”).

As mud ignificativas sao indi por linhas na margerm.
DIAGNOSTICA STAGO S.AS. As inlrmagbes atou imagens conlidas neste documento
3 aliée Thérésa P’J esiao prolegidas por comyright @ ouls diretos de

92600 Asniéres sur Seine (France) propriedads imdoctual, £ 2022, Clagnastica Stage, todos os
+33 (0)1 46 88 20 20 Stago Oslogeipos sl pri—
www.stago.com de Diagnostica S1aga =30 maras registacas
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UNICALIBRATOR
Plasma de calibracao para os testes de coagulacdo
e Kit de 6 x 1 mL frascos

(REF 00625) Ce

Setemnbro 2022 Portugués

1/ FINALIDADE

Unicalibrator & um plasma utilizado para afericao das quantificagtes dos
parametros seguintes:

Pardmetro Dispositivo REF
Tempo de Quick | Néoplastine® CI Plus 00375, 00376
(TP)

:| Fibrinogénio Fibri-Prest® [Alutomate @ 00613

STA® - Liquid Fib 00673
Factor I STA® - Deficient Il 00745
Factor V STA® - Deficient V 00744
Factor VII STA® - Deficient VII 00743
Factor VIII STA® - Deficient VI 00725
Factor IX STA® - Deficient 1X 00724
Factor X STA® - Deficient X 00738
Factor X| STA® - Deficient XI 00723
Factor XII STA® - Deficient X1 00722
Antitrombina Liatest® AT Il 00568
(AT)
Proteina C STA® - Staclot® Protein C @ 00747
Proteina S STA® - Staclot® Protein S 00746

O TP é um teste global de andlise da hemostase. Os factores VII, XII, XI,
X, VL, X, 1 e tibriogénio estao implicados na coagulagio propriamente
dita. A AT, a proteina C e a proteina S sdo inibidores fisiologicos da
coagulacgao.

2/ COMPOSICAO
Unicalibrator: plasma humano normal com citrato, liofilizado.
Estfa reagente contém produtos de origem hu_marlu efou animal. Sempre q!m é mqn?rlda a

de plasma hi na p deste sd0

para a do il HBs e dos i anti-HCV, anti-HIV 1 e
anti-HIV 2,e 0 obtido & No entanto, método aferece uma garantia
total da il & de agentes i Assim, este reagente de origem bioldgica deve
sar i com as p il[v para
infecciosos.

3/ AVISOS E PRECAUGCOES

O kit deve ser conservado a uma temperatura entre 2-8 °C.
Exclusivamente destinado para a utilizagao de diagndstico in wvitro. Este
reagente s pode ser utilizado por profissionais habilitados para o efeito e
devidamente auterizados pelo laboratorio.

Manipular com precaugdes os reagentes e as amostras dos pacientes. A
eliminagéo dos residuos devera processar-se de acordo a regulamentagao
local em vigor.

4/ PREPARAGAO DO REAGENTE

Reconstituir cada frasco com exactamente 1 mL de agua destilada. Deixar
a solugdo estabilizar durante 30 minutos & temperatura ambiente
(18-25 °C). Em seqguida, homogeneizar antes de utilizar.

5/ ESTABILIDADE DO REAGENTE
* Liofilizado: a 2-8 °C, até ao prazo de validade indicado na embalagem.

« Reconstituido: 4 horas a 20 + 5 °C.
Nao congelar.

6/ REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES

* Reagentes que permitem a realizacdo dos testes indicados no
capitulo 1.

* Equipamento habitualmente utilizade nos laboratdrios de analises
clinicas.

Figura 6 - Bula Unicalibrador

P.PORTO [

7/ MODO DE UTILIZAGAO

Seguir as indicagoes descritas no folheto informativo do dispositivo de
quantificagio do parametro a testar.

8/ CARACTERISTICAS

A taxa dos diferentes pardmetros pode variar de um lote para outro, mas
ela esta especificamente indicada para cada lote (ver a etiqueta incluida
na embalagem).

As taxas de fibrinogénio, dos factores 11, V, VII, VIII, IX, X, XI, de AT, de
proteina C e de proteina S sao determinadas com relagdoe a padrées
secundarios das Normas Internacionais existentes, designadamentea:

— 09/264 estabelecido em 2011 para o fibrinogénio

— 09/172 estabelecido em 2010 para os factores II, VII, IX, X

— 16/374 estabelecido em 2018 para o factor V

— 07/316 estabelecido em 2009 para o factor VIII

— 15/180 estabelecido em 2016 para o factor X|

— 08/258 estabelecido em 2010 para o AT

— 02/342 estabelecido em 2006 para a proteina C

— 03/228 estabelecido em 2006 para a proteina S.

As mud; ignificati =d0 indicadas por linhas pontilhadas na margem.
DIAGNOSTICA STAGO S A S, A5 informagies efou imagens conidas neste documents
3 allée Thérdsa estio protegidaz por copyright o ouras dimios de
82600 Asnigres sur Seine (France) “ propriedada inteloctual, & 2022, Diagnostica Staga, todas os
+33 (011 46 88 20 20 StagO cireitos reservaros. Os ogatpos afou o names dos pradulos

webmaster@stago.com e Diagnosica Stage sio marcas registadas.
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* Dispositivo de 12 frascos de 4 mL

m (€

(REF 00673) 0459 |
Desnmbes 2022 (00673PT_08) Portiges
II FINALIDADE

Quantficacio do fibrinogénio em plasma humano citrat
método de cmu (l) (ot analisadores das eumhn S’TAR‘
{STA Compact® &

2/ INTERESSE CLINICO
ommommlmmmawmmmm
emmnwlc tica, om relacdio a0s outros factores de coagulagdo,
m:tﬁ)(z)owmimlm-nnwmm
(17.59«!-)(7) Esta sintese do & controlada pelo gene por
mmmmﬁm D!d!.mlﬂa-dtm

peko tacor Xila (3, 5). A primeia elapa desia
estabiizacio consiste na figagdo de duas cadeias y de mondmeros de
Srina. dironies (). Tal Koacko st ne origem ca exeiince’ do
D.dimero,procito e degradacdo ewpecicn da b (5)

6/ COLHEITA E TRATAMENTO DA AMOSTRA
deve ser realizada em conformidade com as recomendagdes

relalivas a exames de hemostase.
» Colher 0 sangue em solugao de citrato trissédico 0,109 M; 1 vol. de.
citrato para 9 vol. de sangue.

* Centrifugagéo: |sm-mzsmg¢mmmmw
© tubo de amostra com a velockdade 0 fempo necessdrios
proaum [ pobre_em plequeise (< i mmo pllquhﬂul.) o
mq-umsnmmmwm

+ Conservagao do plasma: 8 horas a 20 + 5 °C.

7 CAOE 0o

+ Preparagio
Antes da uilizagdo, detxar o reagente estabilizar, mammn

temperatura ambiente (wzs *C). Homogeneizar. Em
um STA® - mini Reducer novo (REF oonnouclwn operculada. O
reagents est pronto pltoed

+ Conservagao
wmw.zﬁ'ﬁmemﬂm.owﬂ

m-mm.msﬁ' e Roduce o clpsula cperclads. o
arante 10 clas nos aretaadores

Tamaas STA, s‘rAConua'ysrAsmuu'
Apés a prmeira abertura, 8 sokugdo restanto, qUANGo conservada a
28°C no frasco de origem devidamente tapado, podera ainda ser

P.PORTO

94. Ensalo
Para a realizagéo do ensaio, consultar o protocolo descrito no “Test
Setup® do equipamento.
O equipamento iniard a andlise logo que o camegamento das
completo.

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

‘ 15/ PROTOCOLOS ALTERNATIVOS

A 0 adiclor
1,2.3,4,5.6, 11, 12 & 14 acima.

mrmunelo conservagso do
m-u-cmmmmmm © reagente

amostras estiver
Se o resuitado obtido para um determinado plasma se situar fora do
ntervalo do linearidade, 0 instrumento reakza
desde
tenha sido definida na do teste
(mommumﬂ

10/ RESULTADOS

O nivel de fibrinogenio das amostras testadas € visualizado em tempo.
real, na unidade escolhida pelo (. no painel do analisador (vef o
“Manual de Refirencia). O resultado deve sef interpretado em fungao do
‘estado clinico e biologico do doents.

Verificar s 0 resultados oblidos para os controlos se situam dentro do

11/ LIMITAGOES DO METODO
* Quando o ensaio do fibrinogénio se destina a ser realizado em amostras

mmmmaawmmmmlmmmmm

wmmzmmmqu-w
Nio congelar.

(a bordo do equpamento elou a 28 °C), cada laboratério deverh
Setabalens: o e pripro prazo de establidad de acordo com e s

a-hem. ‘Ge sindroma inflamatria, de obesidade (3, 7) este nivel dmmul

mamumm-ommlmmuwm
ntes trombiticos cardiovasculares (3, 7).

3/ PRINCIPIO DO TESTE

Em presenca de um excesso de trombina, 0 tempo de coagulado de um
plasma.

da fibrogénio plasmatico (3).

4/ COMPOSICAO
Cada kit de STA® - Liquid Fib contém uma bula com codigo de barras. Este
referéncia

prética. Este ‘exceder a estabilidade referida acima, a
s ol detarminada sab concifes controladas.
No caso de -8 °C, deixar o reagente estabilizar &

mm-muusmmm:nmmnm

8 REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES

 STA® - Owren-Koller (REF 00360)

+ Qaltvacha: STA' - Unicalibraor (FEF 00675): 8.0l fo ssleccord
a pré-calibragem.

 STA® -
wmmo[i(mmmmmﬁ" Routine QC 2 mi
(REF 00554).

dokdt,

m’ ~Liquie PR rinbind ol tufec {agec. 100 dacon N ),
ung-m humar

na contendo um nibidor especifico da heparina que
-mnubnmwmmam«m

Gom sl antco

5/ PRECAUCOES

O kit deve ser conservado a uma lemperatura enire 2-8°C.

Exclusivamento destinado para a wllizagao do ico in vitro. Este

migerks o s sar e p proamcris para o efeito &

aulonzados pelo

faboratdio.
Mmauﬂmm-wumowam relativo a0
equipamento uiizado.
vawnm@nmmmosammmm
Este reagents contém a mistura 5-cloro-2-metil-2H-isotiazol-d-cne / 2-
el 801a20-3-0n6 ha proporedo de 31. Na concentragdo fomecida
(< 0,06 %), esta mistura é considerada como sensibilizante.

H317. Pode provocar uma reaccao alérgica cutinea.
P250: Usar lovas o proeccBonestuno 6o proteccdolprotecedo ocula/

P02 P3S2: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: ar com
sabonete e 4gua abundants
Eﬂnmﬂommmxum humana elou animal. Sempre

. familias STA-R®, STA Compact® ou STA Satalits®.
* STA® - mini Reducer (REF 00797).
i o

9/ MODO DE FUNCIONAMENTO

ivel
visualizada no ecrd a partic do menu
“Calibration” 1v-o'umunl¢.n-m’)
aPmﬁanﬂA‘ - Unicalibrator

iqualmente efectuada com o STA® - Unlcalbrator, desds e ket

sido o teste de “Manual de
Relbronca’). Preparar STAS « Unicalbralor 8 translori para o

as contidas no codigo de barras da etiqueta.
Os diterentes pontos da gama de serdo

pelo
modalidades inscritas na configuragao o test
A calibragao pode ser mllzldlwwrllyumdommu
“Calibration” (ver o “Manual de Reférencia’),
9.2. Plasmas a testar
05 plasmas a testar 6o ukzados em esta0o pur, 30 IMON0S 10
oo s

e ummumnhnem) .o deblonran o v

m-r-nuﬁnwm-goud-

i mnwmt :umzumx_smwmn_ 1.2 pg/ml, 500 ng/mL. &
500 ng/m respectivamento.

quando mantido a 28°C no frasco original tapado apds cada
utiizagao.

Néo congelar.

No caso de -8 °C, deixar o reagente estabilizar &

conservagdo a
temperatura ambiente (18-25 “C) durante 30 minutos antes de utiizar.
15.2. Reagentes ¢ material auxiliares
+ STA® - Owren-Koller (REF 00360).
« Unicalibrator (REF 00625).
« Coag Control Eo[ﬁ](asrmznmwmof
(REF 00617): controlos normal &
* Instrumento do tipo ST arnt®.
« Equipamento habitualmente utiizado nos laboratérios de andlises
dlinicas.
15.3. Plasmas a testar e controlos
Utiizar o STA® - Owren-Koler para preparar. em tubos de ensalo de

15.4. Protocolo

Consultar a aplicagao do equipamento.

15.5. Resultados
O resultado deve ser interpretado em fungao do estado clinico e
biolégico do doente.

' O método STA® - Liquid Fb s seguintes
até 2 L), bimub w-wqada (ate ozvyu bilitrubina
mmjm(-nozﬁ)oum( (até 22,9 g
Testes ofetuados de acordo com a diretiva CLS| E?ouz(o),

12/ INTERVALO DE REFERENCIA

o p i conici sl e
do intervalo indicado na bula com os valores que é fomecida
mmna(:oqcmmml ]P‘ws,m&maﬂh?a
estes resultados se . verficar o

casbragdo, plasmas a testar, otc. Se nocessario, (epta o leste.
156, cmmwunum

ontro 2 6 4 gL (200400 mgidL) (2). No entanto, recomenda-se quo cada
laboratsrio estabelega os seus proprios valores normas.

Ourante a génio (3, 7).

*Be" acordo. com a taxa de callbragdo e as condioes de
Huncicnamento quando o pasma ¢ lestado na dkicdo apropreda
(consulte a apiicagao do equipamento), o ensaio do STA® - Liquid
Flnmpmmummamanm 12090

13/ CARACTERISTICAS DO METODO « Precisio
« Intervalo de linearidade - Intervalo de medicdo uidalioe’
Com Uima GhscB0 0 plasma & testas & 1120, 5 itervalo de finearidade CLe EP0G.A2 4) itz armoses de conkels (20 e, 2 odes
i nos a das familias STA-R, STA Compact® o STA Satalite® ‘ST - Liquid S
varia entre 1,0 e 80 g/L. O ambito de medigao pode ser prolongado . —
mntﬂmtennmw do teste de plasma, 98 soguintes:
y Sl soropriade tvr secpho s;’)L Preci
Amostra
+ Reprodutibilidade
Estudos de reprodutibilidade intra e inter ensaio foram realizados numa n
‘amostra normal e anormal. Os resultados obtidos no STA-R® estio i(vu
indicados no quadro seguinte: S0 (o1)
CV (%)
intra-ensao. inter-ensaio
‘Amostra Amostra 1 | Amostra Amostra Amostra 4 Rt
z A | BIBLIOGRAFIA
% n 21 21 10 10 Y—A_
) 283 108 284 103 Quuss ~ 5
SO (1) 006 005 0,06 003 Acts 17, 337.246, 1957, e
oV (%) 2.1 49 21 32 2 ANOREOTTIF. BURZOTIAF. MASERIA.
Reprodutibilidade intra-ensaio testada com 21 madicoes consecutivas. 0 ST " : o
Reprodutibilidade inter-ensaio testada em 10 dias diferentes. N N O 50051, 308404, 2000
4. CLSI Document EPOS-A2:
14/ COMPARAGAO DE METODOS e ey s oot ive. mesmueament methods:
Um estudo de 5. MOSESSON MW

Sorsiacko com 671 amostras kol reskzado com os K
ISTA® - Liquid Fib e STA® - Fibrinogen ® em diferentes laboratt
10n tesubacos cbiios foram e segubies

505,
A sliminagio de residuos devera processar-se de acordo com a
focal em vigor.

{Para um utilzador na Unido Europeia e em paises com um regime

hadeod phm dagnosieo I ek casn thvirta 3 oliindc detie
dispositivo ou resultado da respetiva ocorra um incidente
grave, comique o masm & fabricants ¢ & kidade nacional

Figura 7 - Bula Fibrinogénio

=230, 7= 0,99, dechve = 1,03, e intercecdo = -0,12

= 175, 1 = 1,00, decive = 1,00, & intercedo = 0,01

-0
Seleccionar ofs) teste(s) a efectuar no plasmas
9.3. Controlos
Os controlos sdo necessdrios para verificar a e
. Devem ser uunnosmnmmdo
controlo dm- Preparar estes controkos & para
contidas no 050 de barras de cada uma
maun.mum Estes controlos s30 uliizados em estado

=266, 1 = 0,99, dockve = 1,00, 0 intercecio = -0,13.

binagen and b sructure and unctons” . Thom. Hasmostass, 3, 1884-

6. CLSI Document EPO7-A2: “intacerence testng in clical chemisry; approved
“Socona Edeon. 28, 27, 2008 "
7 LANTOAN R LORD ST
Firiopen i and ghnicegy” n ‘Herosass and Thoboss - Basc
wmmam i AW, Clowss AW. Goldhaber SZ.
er V.1 Goorge LK. Lippincott Viliams & Vithons. Fifh Ecion. 285-316.
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27 - EFICIENT V
Plasma de substrato para quantificacio do factor V.
= Kil de 8 frascos de 1 mL €

(REF 00744) 0459

6/ COLHEITA E TRATAMENTO DA AMOSTRA
ser realizada em conlormidade com as recomendagbes
relativas a exames de hemostase.
+ Colha  sangue em mugau mmmm trissddico 0,108 M: 1 vol.de cilrato
para 8 vol. de sangue (

at o . contrifugar’
mostra com a velocidade e 0 tempo necessarios p
produzir plasma pobre em plaquetas (< 10 000 plaquetasiul)
ifugacic altemativo deve ser validado localments.
r & CLSI H21 para mais detalhes.

. 15
0 who de amost

. do plasma em tuba de plastico

Setamt 223 60744_PT_000 Porngada
processo de_centri
1/ FINALIDADE Consuliar
ST Oulcent ¥ utiizado quantitativa
acividade do facor ¥ no plasma fumans Giatado pars qualquer 4 horas 820 +3
factorV' (1)  Bhoasa28°C

nos STA-® ¢ STA Gompact®

2/ RESUMO E EXPLICAGCAO
. alnquunlm

. seniio
| et piasmatico (9). Este Gftmo, com um paso makecular de
cerca de 330 000 datons, é constituido por Uma Gnica cadeia
| polipeptidica (9). O factor V & simalizado. pelo_sistema. roiculo-
| histiocitario e activado pela frombina
O factor Va 10rma um complexa IQUII'MWU ©com o faclor Xa, em
‘ pv-sanqa tostolip) plexo transforma

& lactor Va6 nacivado ol lcior Xa, n profina G aciada o a
| plasmina (12). Cartas mutagdes do V. como por examplo a do
factorVa a

angelado rapidamente. Colocar a amosira a
15 dias & -20 °C (6) |, 37

1 b 380 0 {5 }a Cul'mwnéoomwusulwm'nmu
Em caso de a do factor VIl o plasma ndo deve
mmnmmau-cpquauismvuémcspcmmus-wma
esta temperatura (sistema de calicreinas) (3)

7 CAO E GAD DO
* Preparacio
Recansivi cada fasco com | i do dgua destiada. Deixar o raagente
Jemperaiurs ambients (1825 C). Em
ar ligairamente para -k ‘solugao h

* Conse:
Liofilizago: a 246 °C, até a0 prazo de validade indicado na smbalagem,
8 horas em STA-R® & STA Compact®.

factor V Leiden, provocam uma
pela proleina C activada, lavorecendo assim o aparecimento de
| Wromboses, sobratudo quando existem outros factores de risco (12).

adfice congénito (2.5, 7)
© aéfice M\]wndn tlnmm Pamwj 15)
70%5 nido em 'V associado a outros défices em factores de

iy ownca hepdtca (10): iroses, hepttes
© coagulagao intravascular disseminada (CIVD) (5).

3/ PRINCIPIO DO TESTE

9 ensaio consist na madicho do g de cosulagéo e presen;a de um
reagente PT da Stago, de um sistema em que todos os fetores estso
presentes @ em excesso (fomecido pela STA® - Deficient V) exceto o
factar V que é derivada da amostra a ser testada (2).

4/ COMPOSIGAO

Cada kit de 5TA® - Dcﬁmvmam uma etiqueta cam codigo de barras.
numern de lote,

ordncia umnamln lnramﬂn vahdade,

lasma humano liofiizado artficisiment, desprovido

mnmam Qulll\h:lﬁo as factores I, VI, X e o
do factor menta inferior a

dade nos de
coagulagio, O fibrinagénic estd lambém presente numa quantidade
superior a 1 giL.

5/ PRECAUGOES

0 Jit deve ser comanado a uma temperstum enrs 24 °C.

Exclusivamente destinada para & iizagao de diagnastico

reagente 86 pode ser ulkzada por profissionais habilitados mre © efeito &

devidamaente autorizados pelo laboral

Antes de utilizar, ler atentamente o “Manual de Retérencia” relativo ao
ublizado

8/ REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES

+ STA® - Néoplastine® CI Plus (REF 00606, 00667). STA'
Neéoplastine® R (REF 00665) ou STA® - NeaPTimal (REF 01163,
01164, 01165).

| (REF 00678): controlos normal &

« STA® - System Control [N +
anarmal

+ Famiias STA-R® cu STA Compact®.
+ Agitador magnético (REF 27425).
+ STA® - mini Reducer REF 00787 (STA® - Néoplastine® C Pius &
TA® - NeoPTimal §) ou STA® - maxi Feducer REF D0BD1 (STA®
Neéopiasting® C| Plus , STA® - Néoplasting® R ou STA®- NeoPTimal ).
* Equipamanto habituaimente utiizado nos laporatérios de. andises
cas.

9/ MODO DE FUNCIONAMENTO
8.1. Call
A callbracio  realizada por melo do STA® - Unicalrator, Preparar o
- Unicalibrator e transferir para o aparelho as informacies
contidas no codigo de bamss da aiferentes pontos da
QINH a6 calibragao serdc num\uma ‘ﬂ\b! D.lﬂ aparelho em
Omran-Koller conforme a configuragao d
A mﬂam@n pode ser visualizada no ecra do a‘nm\hﬂ a partir do
menu “Calibration” (ver o "Manual de Reférencia’).
!.meiw
mas. pacientes sao uﬂmh em estado pulu Sin
mlmduzlnus 7o Ingtruments (ver o "Manual
apareiho Gizado). A9 diligoes em STAG -
realizadas automaticamente palo apareiho.
‘Seleccionar ofs) teste(s) a sfectuar nos plasmas de pacients.
9.3. Controlos.
O3 conirolos sl ngoeqsﬂlo! um werificar a exacliddo e a

Gwren-Koller sln

Manipular ranpamns te

Este rsagsnls contém produtos de ofigem humana e/ou animal. S-Ilpm
que & requerida a unlmggu de plasma ‘humano na ragdo d
reagente, 530 ullizadas métodas validados para a detecgdo mmge«-o
HBs @ dos anticorpos ant-HCV, anti-HIV 1 & anti-HIV 2, @ o resultado
abiida ¢ negativo, Ho entanio, nenhum méloda olerece uma garantia fofal
da inexisténcia ilaceiosos. Assim esta eagert do origem
biolégica deve ser manipulado com as precaugbes habituaiments
utiizadas para produtos potenciaimente infecciosos.
A eliminagso dos residucs deverd processar-se de acords com &
regulameniagéo local am vigor.
Para um uilizador na Unido Europeia o em paises com um regime
idéntico
médicos para siagndstico in wirc): caso, durante a ubiizagho deste
iSPOSIIVG OU COMO rESURAD da reSPRtivA LUIKZAGRO, OCOA UM INCKIENts
grave. lique o mesmo 2o

Figura 8 - BulaFV

sor ulizados do' niveis da
conrolo dlierentss, Davem s u niveis de controlo
orontea. URlzar o kit STA® - System Gontol [N] » [P]. Preparar

o ksadis om eatoro puros  diigbe o STAC - Omren Kher 8
realizada auiomaticamente pelo instrumento.

9.4, Ensaio

Pasa a realizagio do ansaio, consultar o protocalo descrito nos “Test

sstmumento
A quanfiicagio do factor V dos plasmas a lestar ¢ feita
automaticamente pelo aparelho & medida que as amostras sao
idas.

5@ 0 resultado obtido para um determinado plasma se stuar fora do
iniervalo oe medicao, o Instrumento realiza automaticaments &
@ repete aosde
tenha do testa

{vera 'Manual de Reférencia™).

P.PORTO

10/ RESULTADOS
O nivel de factor V! (%) dos pl a & no

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

painel do analisador {ver o Manual de Referéncial. O resultado deve ser
interpretario em fungao do estado clinico & biolégico do doente.

Se o apareiho indicar que os resuados oblidos para os conirolos se
situam fora dos intervalos indicados nas etiguetas destes controlos,
verificar o funcionamento cormecto de todo o sistema: condigbes
operalonas, reagentes, calibragio, pIASMAs A testar, 1c. S8 Necessdno,
repeti os ensaios

11/ LIMITAGOES DO METODO

Os initidores da trombina (ex. hirudine, argatroban..) presentes na
AMOSUA & 18S1ar S30 SUSCEPUIVEIS 08 levar a subestiMacho oo nivel de
factor V desta amostra.

12/ INTERVALO DE REFERENCIA

O nivel plasmitico da factor V, na 0 ki, esth geraimernts conpreandido
mswzn%u) No entant que cada laboratorio
estabel seus proprios eiores normal

13/ CARACTERISTICAS DO METODO

« Intervale de medigao
O intervalo de mediciio com o STA® - Néoplasting® CI Plus em STA® &
de 3.5 a 200 % com um plasma diluido 1:10.
De acordo com a norma CLS| EPOG-A (8), o intervalo de medicaa com
STA® - NeoPTimal nas familas STA-R® & STA Compact” é de 2 a 300 %
com uma adequada diluigio aulomatica do plasma.

« Precisio
Diferentes amostras foram uliizadas para os estudos Isboratorisis de
repetibiidade & de precisko. Os resutados coltidos com STA® -
NEnPTm&I em STA-R® estao descritos mais abaixo. Os estudos de

ram realizados de acordo com o documento da.

1. SOULIER JP., LARRIEU M.J.-
“Etude_analylique des temps de qm allongés. Dosages de
ot d . Sang. 23, 7,

540-550, 1952,

CAEN J., LARRIEU M.J., SAMAMA M.:

“UHémostase. Méthodes d'exploration et diagnostic. pratiue”
LExpansion scientifique, 153, 347. 1975

3. GJONMAESS H., FAGERHOL M.
‘an coagulation and anulysm in pregnancy”. Acta Obstet.
Gyneca. Soan, B4, 363,367,

4. ALEXANDRE P:
“Les aulres délicits hérédtaires d'un facteur isolé de la coagulabion’” in
“Hématologie’. NAJMAN A, VERDY E. POTRON G., ISNARD-
‘GRIVAUX F. Paris: Edtion Marketing Ellipses, 459-464, 1904
SAMPOL J., ARNOUX D, BOUTIERE B.
“Manuel dhémostase’. Paris: Edilions scientiiques et médicales
Elsevier, 47, 365-368, 383-384, 409-430, 1995,
6. WOODHAMS B, GIRARDOT O, BLANCO M., COLESSE G.
GOURMELIN Y.:
“Stability of coaguiation proteins in frazen plasma”. Blood Coag.
Fibrinalysis, 12, 229-236, 2001.
MONTEFUSCO M.C., DUGA S, ASSELTA A, MALCOVATI M.
PEYVANDI F., SANTAGOSTINO E.. MANNUCCI PM., TENGHINI M L
“Ciinical and mole
deficiency of coagulation factor V: broadening of the mulational
spacirum oftctor ¥ gane and i vio snabysis of the newy iderified
missense mutations'. Blood, 102, 8, 3210-3216, 2003.
6. CLSl Documen EPOBA:

“Evaluation of the Linearity of Quanttative Measurement Procedures:

A statistical Approach; Appraved Guideling”, 16, 23, 2003,

N

3. QUGAS. ASSELTA R, TENCHIN ML i
P53 (19, “Coaguiation int,J. Biochem. Cell. Biol., 36 (g). 1383-1399,;
Reperibiidade Precisao laboratorial .
10.0 LH.:
Amostia | Amostrai1 | Amosta2 | Amosual | Amostra 2 “Exploration de IMémostase dans kes maladies ou foie”. Fiev. Fr. Lab.,
n a0 80 ) 20 387, 35-47, 2008
X %) 83 33 3 11.CLSI Document GP41-A6:
DS (%) 22 08 53 22 “Procedures for the collection of diagnostic blood specimens by
cV (%) 27 23 64 68 venipuncture; approved standard”, Sixih edition, 27, 26, 2007.

12 ROSENDORFF A., DORFMAN DM i
“Activaled Pratein C Resistance and Factor \ Leiden: A Review”. Arch.
Pathol. Lab. Med., 131, B66-871, 2007. H

13, CLS! Document H21-AS:

“Collection, transport, and processing of biood specimens for testing
plasma-based Goagulation assays and maolecular eMOstasis assays;
approved guideing”. 2008,

Filth edition, 28, 5,

15. CLSI Document EPOS-AZ
st o of oo parrmsnea o] witkatin s Semart
s: approved guideline”. Third Edition, 34, 13, 2014.
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AY] - verciENT VI

6/ COLHEITA E TRATAMENTO DA AMOSTRA
A coineta deve ser realizada em conformidade com &8 recomendagoes

Plasma relativas a exames de hemostase.
« Kit da & frascos + Caiher o sangue em solugao de citrato tissédico 0,109 M: 1 vel. de
cilﬂboplrl 9 vol, de sangue.
.S:F,Wm e C€ 5 i s
' e, I:nuswuckl phsunemnhnnuplém
4 horas 202 5°C
1/ FINALIDADE 15 dlas a -20 °C (9) usc:mgshd:: mpmsnnmm;uumc-r a“;m):w:.
O STA® - Deficient Vil & um plasma utiizado para a determinagio da 1 més a-80 °C (9) e wificlonte p

actividade do factor Vil (proconveriing) por meia dé qualquer método de
seamento que impique o emprago de um plasma desprovido de
factar Vil (1), nos STA-R® & STA Compaer.

2/ RESUMO E EXPLICAGAO
+ Biogquimica
Q factor Vil & uma glicoproteina vitamina K dependente & cujo peso
molecular corespande, aproximadamente, & 50 000 dalions (7).
Sintsizado 1o igado & oorm.mmo o po uma inica cadei polpapidica
#a

oemnw-:an otal
No conservar a 2-8 °C jd que o factor VIl & suscaptivel de se activar a
esta temperatura (sistema g calicreinas) (3)

7/ PREPARAGAO E CONSERVAGAO DO REAGENTE

+ Preparagio
Recanstituir cada frasco com 1 mi de 4gua destiada. Deixar o reagente
establlizar, durante 30 minutos,  temperatura ambiente (16-25 °C). Em
SeguKIa, AgIAT IEiaMEnte pars ODIEr UM SOGAC homogénea.

) At

)l‘ﬂ
o |.1m Vil (F VIl forma com o factor tissular (FT) um comy
equimolecular na. presenca de ides de calcio (7). No cenira desie
compiaxo. o factar Vil pods ser actvado em factor Vila pelos factores Xa.
Xa, Xila. pela troming & peio préprio compiexo FTF. Vila (8).
O complexo FT/F. Vila activa tanto o factor X como o factor X (7).
O complexo FT/F. Vila & inibido pelo TFPI (tissus factor pathway
ihkiny). Nern pmsis e o TP meas wo o 3w, wt
sequida, 80 complexo FT/F. Vila, formando um comPIExo qualermdng
inactivo: [5) O complexa FT/F. Vlh poderd ser |mb|rk| pela anfitrombina
na presenga de heparina (5).
* Variagbes patologicas ou iatrogénicas
~ Deficiéncia congsnita em factor VIl (7, m) No caso de determinadas
varianies, a laxa de aciividade | doseado depende do tipo
de tomboplastina ullizada (4, 7}
- Deficiéncia adquiida associada & deficiéncia de outros factores da
‘coaguiagéo (21
- caréncia e lomecimenta ou de absorcdo da vitamina K (doenga
hemOigics o (eCHM-ASEI0, ICIEriKia por relencao, tratamento
pelos antibicticos)
- Walamento peios medcamentos ant-vitamina K
- insuliciéncia hepatica
- fibrinlise
ravascular disseminada (CIVD).
s elovadas de factor VIl sBo, por vezes, associadas a um fisco
acrescido de doenca cardiovascufar (5, 10).

3/ PRINCIPIO DO TESTE

rmagenie PT da Siago, de um sistema
present excesso o STAS
factor Vi que & derivaco da amostra a ser festads.

4/ COMPOSICAO

Cada kit de STA® - Deficient VIl contém uma stiqueta com codige de
barras. Esta eodigo de baras contsm as seguintas informagoes: numero
de lote, referéncia do ki, referéncia do reagente e prazo de validade.
STA® - Deficient VII: plasma humano citratado, liofiizado, desprovido de
factor VI por imuna-adsongao especitica.

5/ PRECAUGOES

O kit deve ser conservado a uma temperatura entre 28 °C.

Exclusivamenta destnado para a utiizagao de diagnéstico in viro. Este

reagenie 56 pode ser uikzado porproesonais abitados para o ek @
dos pelo

Antes o llzar, ler slemamae o Manual do cperador relatvo o
Instrumento uilizade.

Manipular Com precaucio os reagentes ¢ as amostras dos pacientes. A
eliminagdo dos residuos devera procassar-se de acordo com a
reguiamentagan lacal em vigor

Figura9-Bula FVII

LioHlizario:a 2-8 . até a0 prazo de validads indicado na smiaiagem.
Reconstiuida: 8 horas em STA-R® & STA Compact”.

8/ REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES
. su' momndm'n lREF oosos 00666), STA'
siine® R (RE
ST NeoP Tl (AEF 01185, 01166, 01165
Owren-Koller (REF 00360)
Unicalibrator (REF 00675).
System Control [N + P|

*+ Familias STA-R® ou STA Compact®.

+ Agitador magnético (REF 27425).

« STA® - mini Hmnf REF 00797 (STA® - Néoplastine® CI &, C1 Plus &
ou STA® - NeoPTimal () ou STA® - maxi Raducer HEF 00801 (STA® -
Néoplasting® CI s €1 Plus ®, R ou STA®- NeoPTimal ).

+ Equipamento habituaimente wiiizado nos lsboratérios de andlises
clinicas.

ine® CI

(REF 00678): controlos normal &

9/ MODO DE FUNCIONAMENTO
8.1. Calil
A calibragho & realizada por meio do STA® - Unicalibrator, Proparar o
* . Unicalibrator e transf
cantidas no codigo de
gama de callbracBo serdo aulomaticaments feitos pelo apareno em
STA® - Owren-Koler conkorme a confguragao do leste.
A calibragio pode ser visualizada no ecré do agareiho a partir do
menu “Calibration” (ver o “Manual do Operador).
9.2 Plasmas a testar
Os plasmas a festar 30 utiizados em estado puro. Sio introduzidas
no apareiho (ver o *Manual o Operador’ do aparsiho utiizado). As

diigees em S sw - Owren-Koller 580 realizadas automaticaments
pelo inst
Eelcionar ot tstes)a sectuar nos plasmas de paciente.

9.3 Contralas.
Os controlos sao
repe idade dos resultades. Utllizar o disposiive STA® - System
Control [N] + [Fl. Preparar estes controlos e tras

duss etiquetas. Estes controlos so uli
hicho am STA® - GwienKater § realzada Sutomatcamente peio
ieiho.

e
A guanticaclo do factor VIl dos plasmas u festar ¢ fefa
suomatcamsnie pelo aparsho & madda qus a5 amostss

Seo resullad Gblid Rara UM determinado plasma s6 stuar fora. do
intorvalo de mediao, o instrumento realiza automaticamente a
para esta desde

sido definida na do teste

que esta
(ver 0 Manual do Operadar”).

st
'DOBBS) ou_

P.PORTO

10/ RESULTADOS

O nivel do factor Vil das amostras testadas 6 visualizada em tempo real,

m putcentagem (], ho painel de ords o nenandd ver o Jasnual do
resultado deva ser intarpretads em lungan do estado clinico

e h-hum 0 oot

aliquelas )
todo o sistema: condigdes.
reagentes, calbragio, plasmas a lestar, elc. So necessdrio,

11/ LIMITES DO METODO

Os iniidores da trombina (ex. hirudine, argairoban ) presentes na
‘amostra a testar sio susceptivals de levar a subestimagdo do nivel de.
factor VIl desta amostra.

12/ INTERVALO DE REFERENCIA

O nivel plasmatico do factor Vi, no adulto, asti geralmente compresndido.
entre 55 & 170 % (6). No entants, recomenda-se qus cada laboratirio
esiabeleca 03 seus proprios valores normais.

13/ CARACTERISTICAS DO METODO

o+ Intervalo de medigao

O intervalo de medicdo com o STA® - Néoplastine® CI Plus em STA® ¢
de 6 a 200 % com um plasma diluido 1:10,

- De acordo com a norma GLSI EPO6-A (1), o intarvalo de mediciio com

STA® - NeoPTimal nas familias STA-R® & STA Compac® & de 22 300 %

com uma adequada BHIGAO AUIOMAca 4o plasma.

+ Precisdo

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE
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Amosm | Amosim 1 | Amosikm? | Amoska 1 | feroctaZ “Evaluation of the L\nsamy o uanttathe Messursment Procsdures:
' Stlsical Approach, Approved Guideing’, 16, 23, 2003
.l 80 80 80 L] 12. CLSI Document EPD5-A3:
X (%) o3 ] «a .l “Evaluation of precision parlormance of quaniitative measursment
DS (%) 18 09 45 23 methods: approved gideing’. Third Edtion, 34, 15, 2014,
oV (%) 18 23 49 58
s mudar
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6/ COLHEITA E TRATAMENTO DA AMOSTRA

A cobeta deve sef reakzada em conlornidade com as fecomendaces

relativas a exames de hemostase.

*+ Cather o sanguo om solugdo do ciralo tissoaico 0,109 M: 1 vol. do
para 9 vol. de sangue (7. 8).

-c«mm.g-;u 1sm1mmsamm.;mmmmw

© wubo de amostra com a velocidade e O 1empo necessarios

produzic plasma pobre em pumk mmwmwuo
de_centrifugagdo alternativo

conumacwmimmm

« Conservagdo do plasma em 1ubo de pldstico: 0s exames devem ser

No entanto, s30

Plasma paraa factor Vill
* Kit de 6 trascos de 1 mL. c E
(REF 00725) 0459
‘Setairo 2023 (00726 PT_11) Porkxs
1/ FINALIDADE
STA® - Deficient VIll & ur utizado para a mm-pso
Iouanttain d o lcﬂvidnmmhamvlllwplm‘
qualquer m Toqueir a Uikzagao de um plasma Gesprovide do
e 1 om STA < ST Compact®.
2/ RESUMO E EXPLICACAO
« Bioguimica do factor Vill
O factor VIl é uma wcopm(nma d‘ peso molecular de
i no tigado e
o bago, nnam(mowwnmnom

| 50b forma de compiexo com o factor von Willebrand F. VIIVWF (10),

Neste complexo, o factor VIlI esta ligado a0 factor von Wilsbrand (VWF)

| por ligagio ndo covalente (10).
owwumwmwmoam,x-mrow
Vill acelera do factor X pelo factor IXa e

| fostolipidos e de calcio (9).

« Variagdes patoldgicas.

A do nivel de tactor VIILC (13):
0 < 1% (< 0,01 Ul/mL): hemofilia grave,

0de 125 % (0,01 - 0,05 UlmL): hemofilia moderada,

0 de5ad0% (>005- <040 Ul ): hemofilia atenuada.
= Dosnga do Wilebrand: o niveis de factor VIl podem dimnuir com maior

I
-0 nivel de factor VIll pode aumentar em certas afecgoes:
corondria,

| insuficiéncia renal (10), diabates, sindroma inflamatdria..
Niveis_elevados de factor VIll so considerados factor de risco

i trombotico, par irmente trombose venosa (10).

. ~. nivel e fctor VI & roduzice o caso do presenca de ntidor de
factor VIll (12).

geraimente consideradas como aceitaveis as sequintes duracoes de

4 horas 8 20 +5°C (8)

15dasa 207G (6)} se congelado apidamente. Colocar @ amosia

c® -rtowwm-mmmm
descongelacéo total.

] CAO E Ao DO

cada frasco com 1 mi de dgua destlada. Deixar o reagente

‘estabiizar, durante 30 minutos, & temperatura ambiente (18-25 °C). Em

seguida. agitar igsiramente para obter uma solugdo homogénea.

* Liofiizado: 8 24 °C, até a0 prazo de valiade indicado na embalagem.
a na

mmmmnmamssnn‘asuc«m«f

uamsms E MATERIAL AUXILIARES
. STA®- (REF 00597), STA® -
om-o;ousn' PTT 4] (REF 00595)
* STA® - Owren-Koller (REF 00360).
A® - CaCl, 0.025 M (REF 00367).
* STA® - Unicalibrator (REF 00675)
* STA® - wmcawli}oﬂ(ﬂﬁmm controlos normal e

(REF 00308,

-sTAR‘o«sYAW
-Aousw mwu (REF 26674) om caso do uliizacho do STA® -

. \* .
3 PRINCIPIO DO TESTE sn mlm Raciior [REP 0077} e ok e st o
0 principio oae ol (2830 do STA® - c.unscmn's
mw factores o
excesso (fomecidos pelo STA® - Deficient Vill) & b i utiizado nos laboratérios de andlises
Wmmvummmuaau 3). i
4/ COMPOSIGAO 9/ MODO DE FUNCIONAMENTO
9.1. Calibragao

Cada kit de STA" - Mmmvlllmmmmmm
barras, 2

dporuesments nferor & 1 . Conté atdade nomi (> 50 %) do
m:hmmm-puln;h O fibrinogénio esta também presents numa
superioca 1 giL.

5/ PRECAUGOES

A kit deve ser con: l-lelllnlhmpﬂllurlﬂZ-ﬂ'CElﬂm\IMll
destinado para a utizagao de diagnstico i vitro. Este reagente s pode
sor ubiizado por profissionais habiltados para o oleito o devidamente

Antes de utiizar, ler atentamente 0 *Manual de Reférencia” relativo ao
instrumento utiizado.

Manipular com as precaugbes de manuseamento Os reagentes e as
‘amostras dos pacientes.

reagente, sao

HBs e dos anticorpos

ablido & negativo.No entanto, nenhum método
inexisténcia de agentes infecciosos.

Diologica Geve 361 MANPUIAGD Com &5 procauSes habiuaIments

utilizadas para produtos potencialmente infecciosos.

A eliminagio dos residuos devera processar-se de acordo com a

reguiamentagao local em vigor.

Para um utiizador na Unido Europeia e em paises com um regime

médicos vir: caso. duranke & ulzaio desie

para_diagnostico in
dispositivo ou como resultado da respe ), ocorra um incidente
grave, Comaniaoe o et a0 abrcan 8  aidade nacions,

Figura10 - Bula FVIII

A calibraco ¢ reaiizada por meio do su' unuubmw Preparar o
STA® - Unicalibrator @ transterir © aparoiho as informagdes
oumau no codigo de barras da etiqueta.

callbragio serdo
.mSTA' Owren-Koller conforme:
A calibrag wmwwulmmmmw-mm
‘menu “Calibration” (ver o "Manual de Refdrencia’).
9.2. Plasmas a testar
Os ﬂi.mn p-mm- uo mlluﬂnl em estado puro. Sdo

introduzidos “Manual de Reférencia do

apareiho. ulizado). g auwau om STAS - Owron-Koter 30
realizadas wnl.uamanhpdu

Seleccionar ofs) teste(s) a efectuar nos plasmas de paciente.

9.3. Controlos
Os controlos sdo necessdrios para verificar a exactidio e a

ser dois ni

controlo diferentes. Utilzar o kit STA® - System Control (N] + .

Preparar

do codigo de barras de cada uma das duas etiquetas. Estes controlos

mmmwn‘-wmsn‘ Owren-Koller &
realizada automaticaments pelo aparelho.

9.4. Ensaio
Para a realizagéo do ensaio, consultar o protocolo descrito nos Test

Setup” do instrumento.
X Jos plasmas & westar ko reakiacce
aparetho, Estes ensaios devem
imediatamente apos & calbragho, npetais o lempa Ty
mmmmhmvmmm fecomendado que

jam realizados em série.

&omlmmmmmm\mmmumvmau

kel e ik, o perdt dackm mstmicuroars & gk

apropriada para esta amostra e execula de novo @ mediclo, desde

mmpo-ummomng-maummmﬂndom(mn
Retérencia’).

P.PORTO

10/ RESULTADOS
Onmldohmrvmmmmummbmmmwm.
em percentagem (%), no painel do analisador (ver o “Manual de
Reféroncia’). O resullado deve ser interpretado om fungao do estado

clinico e biolégico do doente.
&omnlmm:mumwmmmmun
situam fora rvalos indicados nas destes controlos,
verlcar o funclonamento cotecta, 5 Todo, o saiem condigbes
operatdrias, reagentes, calibragdo, plasmas a lestar, elc. Se necessdro,
repetir 0s ensaios.

11/ LIMITAGOES DO METODO
-Ashwum.wmmuidﬂwnm(ﬁ hirudine, argatroban...)

testar sdo susceptivels de levar a subestimaco
amostra.

* A presenca Lipico pode subestimar os niveis de
factor VIl no plasma (4).

'2! NTERVALO DE REFERENCIA
Vi, no
enire 60 & 160%(2) No entanto, nom-mn-qmuunumm

s6us Proprios valores norm:
mmmn.mnwmap’m-mmmomnma-
factor VIILC:

13/ CARACTERISTICAS DO METODO

* Zona de medicéo - Limite de deteccio
Com uma diluicio do plasma a testar de 1/10, 0 método em STA® é, com
o reagente STA® - CK. Prest®, inear até 150 % do factor Vill @ o kmite
de detecgdo situa-se a 1,5 %.

Estudos de reprodutibilidade intra-série e inter-séries foram realizados
no STA®, Os resultados oblidos s#0 indicados no
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G- vErRciEnT X

Plasma imuno-deplectado para quantificagaa do factor IX
« Kit de 6 frascas de 1 mL. CE

]
0459

Fartiguds

(REF 00724)
Outro 2023 {00724 FT_10)

1/ FINALIDADE

© STA® - Deficient IX & um plasma. ullizado, para a determinacio
R da scikideds do acior X 1o plsma humanc s por
imaio de quakuer métedo Que requska 8 ukzasl d U plssa
Sosgrouto da factor X (1), now STA-F & STA Compact®.

2/ RESUMO E EXPLICAGAO
* Bioquimica do factar IX
O factar X & uma glicoproleina de peso melocular aproximada de
55 000 dalton, sintetizada pelo figado, Tem uma taxa plasmética da
ordem dos 3 a & mglL. A sintase do factor IX bilogicaments activ &
i vitamina K dependente (13). Esta vitamina é necessdria para &
carboxilagio dos residuas ghiamicos indispensdveis & fixagao, em
nca de Car, do factor IX nos fostolipioos plaguetanos ou
tecidularos (5).
§ A actvagso do factor IX pode fazer-se por duas
factor Xla em presenca de Ca'* activa o factor X em
~ o complexo factor tecidulariactor Vila activa guer o pleeciy quer o
tactor X,
O tactor IXa forma, com s fosfol 6 ifes de calcio e o lactor Villa
1 um complexo enzimdico capaz de activar o factor X em facior Xa (10).
* Variagdes patolégicas ou latrogénicas
- Hamofiia B
A gravidade da doenca depende da taxa de factor X (8):

wias u-lmrm (13):

2
~ O nivel de factor IX & reduzido na caso de presenga de inibidor de
factor IX (7).

3/ PRINCIPIO DO TESTE

© principi da auantfcacdo consiste om meds. om prasenca,d sllna
®© lompo do coaguiasdn do um sisioma pade iodos bs

focoresohe lo STA® -

& excepgao do factor IX fomecido pela amastra testada (1)

4/ COMPOSICAC

Gada Kt da STA® - Deficiant X contém uma tuia com coigo de baras.
Este codigo de bamas contém as seguintas informagaes: nmero de lote,
eeréncia do ki, eterénca 0o reagenie & prazo de validade

iesprovido de

falores de coagulagio. O fbrinogénio
iquantidade superior a 1 gL

estd também presente numa

5/ PRECAUGOES

O kit deve ser conservado @ uma lemperalura entre 2-8°C.

Exclusivaments destinado para a utiizagao de diagnéstico in vitro. Estes.

reagenies 86 podam ser uilzadoe por protasinls hablladss para ©

sleto & devidaments autorizados pelo laborator

‘Antes e uilzar, ler aleniaments o “Manual de Rebrenci” relatvo a0

Instruments utilizado.

Manipular com precaugéo os reagentes a as amostras dos pacientss.

comam nmﬂms de angm humana -mu animal. S-\npm
ragdo de

ém

toal

6/ COLHEITA E TRATAMENTO DA AMOSTRA
A cometa devo ser 16412ada 6 conormiade com 8 1ecomendagoes
relativas a exames da hem:
+ Calher o sangue & sm;An de citrato trissédico 0,109 M: 1 vol. de
ciirato para 8 vol. de sangue (11, 12).
* Centrfugacka 15 mieusos 2 20002500 g Como » -nem.m centrifugar!
0 Who J8 AMOSITA COM & wWHOCIdade @ MECESSANOS para
pmduzlr p\iuni pnm em p\uqlmlxi :< m oao plaguetas/uL) u
validado |ocaiments
ﬂmnlllr a us\ HZ‘ para mais dsh\hss
 Conservagho do plasma em tubo de plistico:
4 horas a 20 + 5 °C (1.
15 dasa 20°C (3)} 50 congeiado. apidamento. Colocar &
1 més a 80 °C (9) famostra a 3 termpa o &
aulicente sneamgu\ugan total
7/ PREPARACAO E CONSERVAGAO DO REAGENTE
+ Preparagio
Reconstituir cada frasco com 1 erh dgua destilada. Deixar o reagente
durante 30 minuios, & femperaiura ambiente (18-25 °C). Em
Soguica, agta oot o solugiio homogénea.

orte
* Conservacio
Lioflizado: & 2-8 °C, até ao prazo de validads indicado na embalagem.
Reconsutuid: & horas nos STA-R® o STA Compacts
8/ REAGENTES E MATERIAL AUXILIARES

+ STA® - CK. Prest® (REF 00537), STA® - Gephascreen® (REF 00308,
00310} cu STA® - 00595).

+ STA® - Unicalibrator (REF 00675).
+ STA® - System Contral [N + [P| (REF 00678): contralos nomal &
anormal.

+ STA-R® ou STA
Agitador magnético (REF 28674) em caso de uliizagBo do
" ST Prast

« STA® - mini Reducer (REF 00787) em caso de utilizagio do
STA® - Cephascreen® @ ou STA® n\nmﬂsdl.mr( EF 00801) em caso
de utizagdo do STA® - Cephascreen® ©.

« Equipamento habilualmente uliizado nos laboratérios de andlises
clinicas.

9/ MODO DE FUNCIONAMENTO

9.1, Calibragéo
§ reskzaca por ek do STAS- Urcalalor, Prepaas o
STA® - Unicalibrator e transferir para o
canidas no codigo de banas da bula. Os diferentes pnv\ﬁus gama
de calbragho serdo aulomsticamente leios pelo Freiments sm

. umnw pode ser
menu “Calibrabon” (var o Manual da Refirencia’)
9.2, Plasmas a testar
0s plsmas dos pecientes séo wilzados em estado pure
uzi-los no Iﬂslrumer\ln (ver o Mlnull de Reférencia’ do
aparsino, uikzado). Ae. dlukcoes om - Owren-Koller 530
realizatas automaticamente pelo aparel e
‘Selecionar ofs) teste(s) a electuar nos plasmas de paciente.
9.3, Control

0s 0 necessarios _para verificar a exactiddo e a
FopcaAIads 8 Tepuadds iizacos dois niveis: de
Ubiizar o kit STA® - System Control [N] + [P]
Preparar estes conirolos e transferir para o instrumento as
informagBes do codigo de barras de cada uma das duas bulas. Estes
controlos sao utiizados em estado pura; a dikicdo em STA® - Owren-
Koller & realizaca automaticamente pelo apareino.
9.4. Ensalo
Para a realizagio do ansaio, consultar o protocolo dascrito nos “Test
do instrumento.

Os ensaios de factor IX dos testar sao realizados

vo. No entanto,
da inexistincia de agenles infecciosos. Assim, este reagante de origem
bioldgica deve ser manipulado com as precaugdes habituaimente
utilizadas para produlos potencialmente infecciosss,

A sliminagéo dos residuos deverd processarse de scordo com &
reguiamentagac local em vigar.

{Para um uliizador na Unido Europeia e em paises com um regime

g 71746/E relath

imédicos para diagnéstico in vitro): caso, durante a uzagio deste
iBsposilivo ou como resullaco da otpetva wlizacao, ocorma um incidris
\grave, comunique o mesmo ao fabricante @ & autoridade nacion:

Figura11- Bula FIX

pelo apareiho, Estes ensaios devem ser reakzados
imediatamente apds a calibragdo, respeitando o tempo de
estabilidade do factor IX no plasma. E r que esses
ensaios sejam reakzados em série.

Se, para um

for inferior a 5%,
© aparelho efectua automaticamente a diluigao apropriada esia
amosir  execul de novo B mecicho, desde que al potsiadade
esteja registada na configuragio do teste (ver o “Manual de
Reférencia’).

P.PORTO

10/ RESULTADOS

© nivel do factor IX das amostras ias W kst e o st
om peroontagem (%), no painel do analsador (ver o
Reférencia’). O resultado deve ser interpretado e mm;au e
clinico e bialégoo do doenta.

Se o apareiho indicar que os resultados oblidos para 03 controlos s
situam s bulas . verificar o

funcionamento_correcto de todo o sistema: condigdes oparatarias,
reagentes, calloragho, plasmas a lestar, stc. Sa necessdrio, repetir o
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