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Kit combinado de reactivos de agregacion
plaquetaria

INSTRUCCIONES DE USO

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

AGG/PAKTM 5 es un kit combinado de reactivos de la agregacion plaquetaria que
contiene reactivos ADP (adenosina-5'- difosfato), acido araquidénico (araquidonato
sodico), colageno (piel de ternera soluble, tipo 1), epinefrina (adrenalina) y ristocetina
(sulfato de ristocetina A).

El reactivo ADP es una preparacion liofilizada de adenosina-5'-difosfato. Es un
componente esencial en la agregacion plaquetaria. EI ADP actia como agonista o
activador, uniéndose a los receptores plaquetarios y desencadenando una serie de
acontecimientos bioquimicos que conducen a la activacion y agregacion plaquetaria.
El reactivo de acido araquidénico es una preparacion liofilizada de la sal sédica
del acido araquidénico. Es un acido graso esencial presente en los granulos de las
plaquetas y en la membrana plaquetaria. Se procesa en multiples pasos y se convierte
en tromboxanoA2 (TXA2). El reactivo de acido araquidénico induce la activacion y
agregacion plaquetaria.

El reactivo de colageno es una preparacion liofilizada de piel de ternera soluble (tipo
1). El reactivo de colageno induce el cambio de forma de las plaquetas y las activa.
Las plaquetas activadas liberan entonces compuestos trombéticos de sus granulos,
que sirven para reclutar plaquetas adicionales a un sitio de lesion.

El reactivo de epinefrina es una preparacion estabilizada y liofilizada de L-adrenalina
que activa el receptor GP lla adreno causando agregacion plaquetaria sin cambio
de forma. Aunque puede potenciar la respuesta de las plaquetas a otros agonistas,
el reactivo de epinefrina es un agonista débil (reversible). Puede o no provocar una
respuesta en personas sanas.

El reactivo de ristocetina es un preparado liofilizado de sulfato de ristocetina A, un
glucopéptido de estructura quimica desconocida que ha sido aislado de la nocardia
lurida. La ristocetina contiene mas del 90% de ristocetina A.

AGG/PAK 5 Combo Kit ha sido optimizado para su uso con agregdémetros de
transmision de luz. También puede utilizarse con otros analizadores turbidométricos
o de impedancia, y citometros de flujo.

FINALIDAD DE USO

AGG/PAK 5 Combo Kit es un practico kit que contiene una combinacién de reactivos
rutinarios de agregacion plaquetaria utilizados para obtener respuestas de agregacion
y/o aglutinacion en plasma rico en plaquetas (PRP). El kit incluye ADP, acido ara-
quiddnico, colageno, epinefrina y ristocetina.

DETECCION / MEDICION

Los reactivos del AGG/PAK 5 Combo Kit se utilizan, junto con otros diluyentes y mues-
tras de control, para medir los cambios de la transmision de la luz en una muestra de
ensayo de plasma rico en plaquetas (PRP).

FUNCION DEL PRODUCTO

AGG/PAK 5 Combo Kit permite conocer diferentes aspectos de la funcién/calidad
plaquetaria. Este kit ayuda a acceder a diversos trastornos plaquetarios adquiridos y
hereditarios o a la eficacia de las terapias antiplaquetarias.

INFORMACION ESPECIFICA PROPORCIONADA

Los reactivos del AGG/PAK 5 Combo Kit de no estan destinados a la deteccion de
un trastorno, afeccién o factor de riesgo especifico. El reactivo ADP desempefia un
papel fundamental en la activacion y agregacion plaquetaria. Cuando el ADP se une
a receptores especificos de la superficie plaquetaria, como P2Y1 y P2Y12, inicia
cascadas de sefializacion intracelular. Esta activacion induce cambios rapidos en la
forma de las plaquetas y la liberaciéon de iones de calcio a través de los receptores
P2Y1, mientras que la activaciéon P2Y12 mantiene la respuesta, asegurando una
agregacion estable. El reactivo ADP se utiliza para estimular la activacion y agregacion
plaquetaria precisamente mediante la interaccién con estos receptores ADP. Al ob-
servar la agregacion plaquetaria en respuesta al ADP, los clinicos pueden evaluar la
funcién/calidad plaquetaria relacionada con las anomalias en la activacion y agregacion
plaquetaria. Este proceso es crucial para comprender la dinamica de formacion de
coagulos y evaluar la eficacia de las terapias antiplaquetarias en la prevencion de
eventos trombéticos. EI ADP provoca la liberacion de mediadores secundarios como el
TromboxanoA2 (TXA2), amplificando aun mas la activacién y agregacion plaquetaria.

El reactivo del acido araquiddnico inicia la activacion y agregacion plaquetaria a
través de la via del acido araquidénico. Al unirse a los receptores de la superficie
plaquetaria, el acido araquidonico sufre una conversién enzimatica a tromboxanoA2
(TXA2), facilitando las cascadas de sefalizacion intracelular. Esto provoca cambios
rapidos en la forma de las plaquetas y la liberacion de iones de calcio, cruciales para
una agregacion estable. La observacién de la agregacion plaquetaria en respuesta
al reactivo de acido araquidénico permite a los médicos valorar y evaluar la funcion/
calidad plaquetaria, las anomalias y las terapias antiplaquetarias. La induccién por el
reactivo de acido araquidénico de mediadores secundarios como el tromboxanoA2
(TXA2) amplifica la activacion plaquetaria.

El reactivo de colageno inicia la activacion y agregacion plaquetaria. Al unirse a los
receptores de glicoproteinas de la superficie plaquetaria, en particular la glicoproteina
VI (GP VI), el colageno desencadena cascadas de sefalizacién intracelular. Esto
desencadena cambios rapidos en la forma de las plaquetas y la liberacién de iones
de calcio a través de los receptores GP VI, con una activacion sostenida facilitada por
la integrina a2B1, que asegura una agregacion estable. Utilizado para estimular con
precision la activacion y agregacion plaquetaria, el reactivo de colageno interactia con
estos receptores, proporcionando un medio para que los clinicos evallen la funcion/
calidad plaquetaria y los trastornos relacionados con las anomalias de activacion
plaquetaria inducidas por el colageno. Este proceso es vital para comprender la
dinamica de formacion de coagulos y evaluar la eficacia de las terapias antiplaquetarias
que inhiben los eventos trombdticos. El coldgeno provoca la liberacion de mediadores
secundarios, amplificando alin mas la activacion y agregacién plaquetaria.

El reactivo epinefrina desempefia un papel fundamental en la activacién y agregacion
plaquetaria. Al unirse a receptores especificos de la superficie plaquetaria, en particular
los receptores a2-adrenérgicos, la epinefrina inicia cascadas de sefializacion intracelu-
lar. Esta cascada induce cambios rapidos en la forma de las plaquetas y desencadena
la liberacién de iones de calcio, mediada fundamentalmente por la activacion del
receptor a2-adrenérgico. La respuesta sostenida, esencial para la agregacion estable,
se ve facilitada por la activacion del receptor a2-adrenérgico. El reactivo de epinefrina
estimula con precision la activacion y agregacion plaquetaria al interactuar con estos
receptores adrenérgicos. La observacion de la agregacion plaquetaria en respuesta
al reactivo de epinefrina permite a los médicos valorar y evaluar la funcién/calidad
plaquetaria y los trastornos asociados a anomalias en la activacion y agregacion
plaquetaria. Este proceso es fundamental para comprender la dinamica de formacion
de coagulos y evaluar la eficacia de las terapias antiplaquetarias en la prevencion de
eventos trombéticos. La epinefrina provoca la liberacién de mediadores secundarios,
amplificando aun mas la activacién y agregacion plaquetaria.

El reactivo de ristocetina es un reactivo plaquetario distintivo empleado en el &mbito de
las pruebas de agregacion plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA). La ristocetina
interacttia con el factor von Willebrand (FvW), una proteina plasmatica critica implica-
da en los procesos de adhesion y agregacion plaquetaria. La ristocetina provoca un
cambio conformacional en el FvW, exponiendo sitios de unién para la glicoproteina
plaquetaria Ib (GP Ib). En consecuencia, los receptores GP Ib plaquetarios se unen al
FvW, iniciando la adhesién plaquetaria. Esta adhesion inicial prepara a las plaquetas
para la agregacion. En los casos en que se carece del factor von Willebrand (FvW)
o de trastornos relacionados con la funcién plaquetaria, la agregacion plaquetaria
inducida por ristocetina se produce de forma limitada debido a la incapacidad de las
plaquetas para agregarse eficazmente. Por consiguiente, la prueba RIPA proporcio-
na informacién muy valiosa sobre la funcién/calidad de las plaquetas y la actividad
del FvW, ayudando asi a caracterizar la enfermedad de von Willebrand (EVW) y los
trastornos hemorragicos asociados. Este método de prueba desempefia un papel vital
en la evaluacion precisa de la funcion / calidad de las plaquetas.

AUTOMATIZACION

Los reactivos del AGG/PAK 5 Combo Kit de estan disefiados para su uso en agregémet-
ros plaquetarios de transmisién de luz semiautomatizados y automatizados. Estos
reactivos también pueden utilizarse con otros analizadores turbidométricos o de
impedancia, y citémetros de flujo.

CALIDAD / CANTIDAD

No existen estandares primarios para los reactivos del AGG/PAK 5 Combo Kit. Las
respuestas a estos reactivos dependen de la concentracién. Debe analizarse un
donante normal conocido con cada nuevo lote de reactivos AGG/PAK 5 Combo Kit.
Las organizaciones de normalizacion clasifican la agregacion plaquetaria inducida por
ADP, acido araquiddnico, colageno, epinefrina y ristocetina como semicuantitativa o
semicualitativa.

EI AGG/PAK 5 Combo Kit viene envasado como 1 vial de 0,5 mL de reactivo de ADP,
1 vial de 0,5 mL de reactivo de acido araquidonico, 1 vial de 0,5 mL de reactivo de
colageno, 1 vial de 0,5 mL de reactivo de epinefrina y 1 vial de 0,5 mL de reactivo de
ristocetina. La concentracion de trabajo de ADP es 200 uM, acido araquidonico es 5
mg / mL, colageno es 1.9 mg / mL, epinefrina es 100 uM, y ristocetina es 15 mg / mL.

TIPO DE ESPECIMEN

El espécimen de prueba se prepara a partir de sangre total anticoagulada con citrato
de sodio. La muestra de ensayo es plasma rico en plaquetas (PRP). El blanco de la
prueba es plasma pobre en plaquetas (PPP).

Los reactivos ADP, acido araquidénico, colageno, epinefrina y ristocetina pueden
utilizarse con plasma rico en plaquetas (PRP) humano o animal para pruebas
rutinarias de agregacion plaquetaria. Los resultados se basan en la concentracion,
extension y velocidad de agregacion en comparacion con un blanco de plasma pobre
en plaquetas (PPP).



CAPOBLACION DE PRUEBA

* Humana: Para ADP, acido araquidénico y colageno, la prevalencia de trastornos
plaquetarios es global y puede variar segun la raza, etnia, grupo sanguineo y
otros factores. La incidencia es variable. Para la epinefrina, la prevalencia de
agregacion anormal del reactivo de epinefrina es del 16 - 20% en personas sanas.
Es global y puede variar segun la raza, etnia, grupo sanguineo y otros factores.
La incidencia es variable. Para la ristocetina, la prevalencia de los trastornos
plaquetarios de von Willebrand es global y puede variar segun la raza, la etnia,
el grupo sanguineo y otros factores. La incidencia es de ~2%.

» Farmacos antiplaquetarios: En el caso de los ADP, la prevalencia y la incidencia
son variables. El 4% de la poblaciéon mayor de 40 afios toma antiagregantes
plaquetarios distintos de la aspirina. 33% (Para adultos > 40 afios); 16% terapia
antiagregante plaquetaria dual (DAPT); y 8% terapia antiagregante plaquetaria
(APT). En el caso del acido araquiddnico, la prevalencia de la agregacién anormal
del reactivo del acido araquidonico, en funcion del uso estimado de aspirina,
alcanza hasta un tercio de la poblacion. Tanto el clopidogrel como la combinacion
de clopidogrel con aspirina pueden influir en la agregacion plaquetaria inducida
por el acido araquidonico. La incidencia es variable. En el caso del colageno, la
prevalencia de la agregacion anémala del reactivo colageno, en funcion del uso
estimado de aspirina, alcanza hasta un tercio de la poblacion. Tanto el clopidogrel
como la combinacion de clopidogrel con aspirina pueden influir en la agregacion
plaquetaria inducida por el colageno. La incidencia es variable. En el caso de la
epinefrina, la prevalencia y la incidencia son variables. Se han observado tasas
de respuesta variables a la epinefrina en diferentes poblaciones. Los estudios
han demostrado que el tratamiento antiagregante plaquetario dual y la aspirina
pueden influir en la agregacion plaquetaria inducida por la epinefrina. En el caso
de la ristocetina, la prevalencia y la incidencia son variables. Se sabe que los
inhibidores de la BTK y la vancomicina disminuyen los resultados de la RIPA.
Un anticuerpo monoclonal (moAB) antiglicoproteina (GP) Ib plaquetaria desar-
rollado recientemente y etiquetado como OP-Fl, junto con un MoAB anti-GBlb
estudiado a fondo y conocido como AP-1, eliminan por completo la aglutinacion
plaquetaria inducida por la ristocetina.

» Trastornos plaquetarios hereditarios: En el caso de la PEA, la prevalencia y
la incidencia son variables. Existen 60 tipos; 75 genes conocidos; frecuencia
5/1000; estimacion 1-2% de la poblacion. Para el acido araquidénico y el colage-
no, la prevalencia y la incidencia son variables. Existen 60 tipos de trastornos
plaquetarios hereditarios que afectan aproximadamente al 0,3% de la poblacién.
Ciertos defectos plaquetarios hereditarios, como la trombastenia de Glanzmann
y la enfermedad del pool de almacenamiento, no muestran respuesta a los reac-
tivos acido araquidoénico o colageno. En el caso de la epinefrina, la prevalencia
de la respuesta anormal a la epinefrina en las personas varia segun el defecto.
La incidencia es variable. Para la ristocetina, la prevalencia y la incidencia son
variables. Las plaquetas derivadas de individuos con sindrome de Bernard-Sou-
lier no se aglutinan cuando se exponen a la Ristocetina. En contraste con la
enfermedad de von Willebrand, los niveles de actividad del factor von Willebrand
y del antigeno von Willebrand permanecen dentro de rangos normales.

» Animal: En el caso del ADP, el acido araquidonico, el colageno, la epinefrina y
la ristocetina, la prevalencia y la incidencia dependen de la especie.

DIAGNOSTICO IN VITRO

El contenido del AGG/PAK 5 Combo Kit son reactivos de diagnéstico in vitro destinados
exclusivamente al uso profesional en laboratorio. Estos reactivos no estan destinados
a ser inyectados o ingeridos.

USUARIO AL QUE VA DIRIGIDO
Los reactivos del AGG/PAK 5 Combo Kit estan destinados al uso profesional en
laboratorio por personal cualificado.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Cuando se introducen en una muestra de ensayo de plasma rico en plaquetas (PRP)
agitada a 37°C, los reactivos exégenos como ADP, acido araquidoénico, colageno,
epinefrina y ristocetina estimulan las plaquetas, provocando un cambio en su forma y
su agregacion. Esta agregacion inicial se denomina agregacion primaria y es reversible.
Sin embargo, las plaquetas normales poseen la capacidad de liberar ADP endégeno
de sus granulos, lo que conduce a una ola de agregacion secundaria e irreversible.
El agregémetro plaquetario de transmision de luz capta eficazmente estos cambios
mostrando parametros como la fase de retardo, el cambio de forma y la velocidad y
extension de la agregacion durante un periodo de prueba predeterminado.

En el caso de la epinefrina, puede demostrarse una hiperreactividad. Si es asi, debe
seguirse el Procedimiento de plaquetas pegajosas para su confirmacion. No todas
las personas sanas responderan al reactivo de epinefrina.

CALIBRADORES Y CONTROLES

No se requieren calibradores o controles para el AGG/PAK 5 Combo Kit. Debe
analizarse una muestra de donante conocido con cada lote de reactivos de ADP,
acido araquidénico, colageno, epinefrina y ristocetina. Las respuestas dependen de
la concentracion.

LIMITACIONES DE LOS REACTIVOS

Los reactivos AGG/PAK 5 Combo Kit funcionaran segun lo especificado cuando se
sigan las instrucciones de uso. Los reactivos deben utilizarse antes de la fecha de
caducidad impresa en cada vial.

REAGENTI FORNITI
107650: 1 vial de reactivo ADP (0,5 mL)

1 vial de reactivo de acido araquidénico (0,5 mL)
1 vial de reactivo de colageno (0,5 ml)

1 vial de reactivo de epinefrina (0,5 ml)

1 vial de reactivo de Ristocetina (0,5 mL)

REACTIVOS Y MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

« Agua purificada (destilada, desionizada, grado reactivo), pH 5,3 - 7,2 para la
reconstitucion

» Solucién salina tamponada con TRIS (TBS) o solucion salina fisiologica al
0,85% para diluciones

NOTA: EL USO DE SOLUCION SALINA DE BANCO DE SANGRE PROVOCARA RESUL-
TADOS ERRONEOS.

MATERIALES Y ACCESORIOS

» Agregémetro de plaquetas (siga las instrucciones de uso del fabricante)
« Centrifuga

* Pipeta electronica

+ Puntas de pipeta @

» Tubos de ensayo para agregémetro (siliconizados) @

« Barras agitadoras para agregdémetro (recubiertas de plastico) @

« Tubos de muestra y tapones de plastico (para diluciones) @

NOTA: LOS ARTICULOS DESECHABLES, COMO LOS TUBOS DE PRUEBA, LAS VARIL-
LAS, LOS TUBOS DE MUESTRA Y LOS TAPONES, SON DE USO UNICO.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

J/ Los reactivos de ADP, acido araquidonico, colageno, epinefrina y ristocetina
no requieren proteccion de temperatura durante el envio.

J/ Al recibirlos, almacene los reactivos de ADP, acido araquidonico, colageno,
epinefrina y ristocetina a 2-8 °C en su envase original.

J/ Los reactivos de ADP, acido araquidonico, colageno y epinefrina reconstituidos
son estables durante 30 dias cuando se almacenan en sus envases originales
bien cerrados a 2-8 °C.

J/ | reactivo de ristocetina reconstituido es estable durante 7 dias cuando se
almacena en su envase original bien cerrado a 2-8 °C.

ESTERILIDAD

g Los reactivos del AGG/PAK 5 Combo Kit no son productos estériles. Procure
no contaminar el producto al pipetear los reactivos reconstituidos o alicuotados.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Use EPP de acuerdo con las politicas y practicas del laboratorio al manipular
reactivos de ADP, acido araquidonico, colageno, epinefrina y ristocetina.

Siga las precauciones estandar al preparar especimenes y muestras de prueba.

Manipule los reactivos de ADP, acido araquidonico, colageno, epinefrina y
ristocetina con cuidado para evitar la contaminacion durante su uso.

Evite la evaporacion de los reactivos limitando las superficies de intercambio
aire-liquido.

Para garantizar unos resultados éptimos en las pruebas, debe realizarse una
muestra de control de donante conocida de forma consecutiva, sin interrupcion.

Para preservar la estabilidad de los reactivos, guarde los reactivos restantes
en sus envases originales bien cerrados.

Deseche los materiales posteriores a la prueba de acuerdo con las normativas
aplicables y las politicas del laboratorio.

NOTA PARA EL USUARIO: CUALQUIER INCIDENTE GRAVE QUE OCURRA EN REL-
ACION CON ESTE PRODUCTO DEBERA SER NOTIFICADO AL FABRICANTE Y A LA
AUTORIDAD COMPETENTE DEL ESTADO MIEMBRO EN EL QUE EL USUARIO Y/O EL
PACIENTE ESTEN ESTABLECIDOS.

e BBBBBPEE

ESTADO DEL MATERIAL INFECCIOSO

Los reactivos del AGG/PAK 5 Combo Kit no contienen ningun material infeccioso.
Las muestras y los especimenes de prueba deben considerarse infecciosos y deben
manipularse como si fueran capaces de transmitir infecciones. Después de la prueba,
las muestras y los especimenes de prueba deben desecharse de acuerdo con las
regulaciones aplicables y las politicas del laboratorio.

STRUTTURE SPECIALI
I reagenti del Kit Combo AGG/PAK 5 non richiedono I'uso di strutture speciali all'interno
di un ambiente di laboratorio.



PREPARACION PARA EL USO

NOTA: LOS REACTIVOS DEL AGG/PAK 5 Combo Kit DEBEN ESTAR A TEMPERATURA
AMBIENTE (15-28 °C) ANTES DE LA RECONSTITUCION. LOS REACTIVOS ALMACE-
NADOS DEBEN LLEVARSE A TEMPERATURA AMBIENTE ANTES DE SU USO.

RECONSTITUCION [ ]

La concentracion de trabajo del ADP reconstituido es de 200 uM, el reactivo de acido
araquiddnico es de 5 mg/mL, el colageno es de 1,9 mg/mL, la epinefrina es de 100
UM vy la ristocetina es de 15 mg/mL. Todas las concentraciones finales se basan en
la adicion de 25 pl de reactivos de ADP, acido araquidoénico, coldgeno, epinefrina o
ristocetina a una muestra de prueba de plasma rico en plaquetas (PRP) de 225 pl.

» Reconstituya los reactivos ADP, acido araquidonico, colageno, epinefrina y
ristocetina con 0,5 ml de agua purificada.
* Invierta suavemente para mezclar.

NOTA: LOS REACTIVOS DE ACIDO ARACIDONICO Y EPINEFRINA PUEDEN APARE-
CER TURBIOS, PERO SE ACLARARAN HASTA VOLVERSE DE COLOR AMARILLO
PALIDO EN UNOS MINUTOS.

+ Los reactivos de ADP reconstituido, acido araquidénico, colageno, epinefrina y
ristocetina deben mantenerse tapados antes de su uso.

DILUCIONES
Para AGREGACION BIFASICA

Para demostrar la agregacion bifasica de ADP, el plasma rico en plaquetas (PRP)
puede analizarse con varias diluciones del reactivo. Se pueden realizar diluciones
adicionales para determinar la concentracion umbral. La concentracién umbral es la
concentracién mas baja que provoca una respuesta de agregacion primaria.

NOTA: PARA LAS DILUCIONES, UTILICE SOLUCION SALINA TAMPONADA CON TRIS
(TBS) O SOLUCION SALINA FISIOLOGICA AL 0,85 %.

TABLA 1: CUADRO DE DILUCION DE ADP

SOLUCION SALINA | CONCENTRACION | CONCENTRACION
REACTIVO ADP
TRIS TAMPONADA ACTIVA FINAL
—_— —_— 200 uM 20 pM
125 uM 125 uM 100 uM 10 uM
62 uM 188 uM 50 pM 5uM
25 uM 225 uM 20 uM 2 uM

Para la AGREGACION PLATELETARIA INDUCIDA POR RISTOCETINA (RIPA)

La agregacioén plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA) se realiza utilizando una
dosis alta y una dosis baja de concentraciones de reactivo de ristocetina. El plasma
rico en plaquetas (PRP) puede analizarse con varias diluciones del reactivo. La dosis
alta suele ser de 1,2 0 1,0 mg/ml de ristocetina. La dosis baja es de 0,6 o0 0,5 mg/ml.

NOTE: PER LE DILUIZIONI, UTILIZZARE SOLUZIONE SALINA BUFFERATA CON TRIS

(TBS) O SOLUZIONE SALINA FISIOLOGICA AL 0,85%.

TABLA 2: CUADRO DE DILUCION DE LA RISTOCETINA

REACTIVO DE CONCENTRACION | CONCENTRACION
DILUYENTE
RISTOCETINA ACTIVA FINAL
15 mg 0.50 pL 15mg/mL 1.5mg/ mL
15mg 0.63 L 12mg/mL 1.2mg/mL
15 mg 0.75 uL 10 mg/mL 1.0mg/mL
15 mg 1.50 L 5mg/mL 0.5mg/mL

PREPARACION DEL PACIENTE

Los pacientes deben abstenerse de tomar aspirina o de utilizar medicamentos y
productos que contengan aspirina, asi como otros medicamentos, suplementos o
bebidas energéticas que se sepa que afectan a la funcién plaquetaria durante los 7-10
dias anteriores a la recogida de la muestra. Debe evitarse el consumo de alimentos
grasos, productos lacteos y el tabaco durante las 12 horas anteriores a la recogida
de la muestra.

NOTA: ES NECESARIO CONSULTAR CON UN MEDICO ANTES DE REALIZAR CUAL-
QUIER CAMBIO EN LA MEDICACION.

RECOGIDA DE MUESTRAS

La muestra debe recogerse con cuidado para evitar estasis, hemdlisis, contaminacion
por liquido tisular y exposicién al vidrio. Las muestras deben mantenerse a tempera-
tura ambiente. Suelte el torniquete tan pronto como la sangre comience a fluir hacia
el dispositivo de recogida.

((..)\ PONGA EN PRACTICA LAS PRECAUCIONES ESTANDAR DURANTE LA RECO-

ML GIDA DE MUESTRAS, LA PREPARACION DE MUESTRAS Y LOS PROCESOS
ANALITICOS. DESECHE LOS OBJETOS PUNZANTES Y LOS RESIDUOS BIOPELI-
GROSOS DE ACUERDO CON LAS NORMATIVAS APLICABLES Y LAS POLITICAS
DEL LABORATORIO.

Técnica de recogida de muestras evacuadas EE]

« Utilice un equipo de extracciéon de muestras con aguja con aletas de 21 023 g

» Extraiga la sangre en tubos de extracciéon de muestras de plastico con vacio
que contengan citrato sédico anticoagulante al 3,2 % (0,11 M)

* Mezcle suavemente el tubo de extraccion de muestras de 4 a 5 veces invirtiéndolo

» Escriba la hora de extraccion en la etiqueta de la muestra

« Mantenga los tubos de extraccién de muestras a temperatura ambiente

* Remueva los tubos de extraccién de muestras antes de centrifugarlos

Técnica de extraccion con jeringa EE]

» Utilice un equipo de recogida de agujas con aletas de 21 g 0 23 g para la
venopuncion

« Extraiga 9,0 ml de sangre en una jeringa de plastico, evitando la succién excesiva

» Sujete el tubo de la aguja con aletas y desconecte la jeringa

» Dispense inmediata y suavemente la muestra de sangre en un tubo de plastico
(polipropileno) que contenga 1,0 ml de anticoagulante de citrato de sodio 0,11
M. La proporcién de sangre y anticoagulante es de 9 partes de sangre por 1
parte de anticoagulante

» Tape el tubo de plastico

* Mezcle suavemente el tubo de recogida de muestras 4 o 5 veces invirtiéndolo

« Escriba la hora de recogida en la etiqueta de la muestra

* Mantenga los tubos de recogida de muestras a temperatura ambiente

» Vuelva a mezclar los tubos de recogida de muestras antes de centrifugarlos

NOTA: CUANDO EL HEMATOCRITO DEL PACIENTE ES MENOR DEL 30 % O MAYOR
DEL 55 %, DEBE AJUSTARSE LA RELACION SANGRE/ANTICOAGULANTE. LOS
TUBOS AZULES DE RECOGIDA DE MUESTRAS DE ESPECIMENES EVACUADOS
DEBEN CONTENER UN ANTICOAGULANTE DE CITRATO SODICO AL 3,2 % (0,11 M),
QUE ES LA CONCENTRACION RECOMENDADA PARA LOS ESTUDIOS DE FUNCION
PLATELETARIA.

PREPARACION DE LA MUESTRA [ [i]
Plasma rico en plaquetas (PRP)

» Centrifugue la sangre anticoagulada a 150 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente

» Examine la capa de plasma en busca de glébulos rojos

» Sihay glébulos rojos, vuelva a centrifugar durante 5 minutos mas

» Utilice una pipeta para transferir el PRP a un recipiente de plastico etiquetado
como PRP

» Retire el PRP de un punto justo por debajo de la mitad del volumen de PRP
para obtener un recuento de plaquetas uniforme (LA PARTE SUPERIOR DEL
VOLUMEN TIENE UN RECUENTO DE PLAQUETAS MAS BAJO Y LA PARTE
INFERIOR ESTA MAS CONCENTRADA)

« Tape el recipiente

» Deje reposar el recipiente a temperatura ambiente

Plasma pobre en plaquetas (PPP)

» Centrifugue la muestra de sangre PRP restante a 2500 x g durante 20 minutos

« Utilice una pipeta para transferir el PPP a un recipiente de plastico etiquetado
como PPP

» Tape el recipiente

» Deje reposar el recipiente a temperatura ambiente

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO [ [i]
Procedimiento de agregacion rutinario

NOTA: ESTE ES UN PROCEDIMIENTO GENERAL. SIGA LAS INSTRUCCIONES DE USO
PROPORCIONADAS POR EL FABRICANTE DEL AGREGOMETRO EN USO.

Prepare un blanco para cada paciente

NOTA: CADA PACIENTE DEBE TENER SU PROPIO BLANCO. EL BLANCO DE UN
PACIENTE NO PUEDE UTILIZARSE PARA NINGUN OTRO PACIENTE. EL BLANCO
DEL PACIENTE DEBE PREPARARSE A PARTIR DE LA MUESTRA DE PLASMA POBRE
EN Trombocitos (PPP) DEL PACIENTE. SI SE REALIZAN MULTIPLES PRUEBAS AL
MISMO PACIENTE, EL MISMO BLANCO DEL PACIENTE PUEDE UTILIZARSE PARA
DICHAS PRUEBAS.

« Etiquete un tubo de ensayo con la letra «B», el nimero de pocillo de ensayo y
el DNI del paciente para identificar el tubo de ensayo en blanco.

» Pipetee 250 pl de plasma pobre en plaquetas (PPP) en el tubo de ensayo (NO
ANADA UNA BARRA AGITADORA).

» Repita los pasos anteriores para cada paciente.

Preparar muestras de prueba
» Etiquete de uno a ocho tubos de ensayo nuevos con cada DNI del paciente y
el nimero de pocillo de ensayo
» Coloque los tubos de ensayo etiquetados en el pocillo correcto n.° 1-8 de los
pocillos de incubacion de muestras agitadas



» Afada una barra de agitacion a cada tubo de ensayo

» Pipetee 225 pul de muestra de plasma rico en plaquetas (PRP) en cada tubo de
ensayo en los pocillos de incubacién de muestras agitadas (ASEGURESE DE
QUE NO HAY BURBUJAS)

» Seleccione el temporizador en pantalla para cada pocillo de incubacién de
muestras agitadas en uso y comenzara la cuenta atras de calentamiento

+ Las muestras se incubaran a 37 °C durante el tiempo preestablecido

+ Establezca la linea de base al 100 % (blanco)

» Coloque el tubo de ensayo en blanco del paciente previamente preparado en
el pocillo de ensayo n.° 1

» Seleccione BLANCO para activar el pocillo de ensayo

+ El botén BLANCO cambiara a INICIO

» Repita los pasos anteriores para cada pocillo de ensayo que se utilice para la
prueba.

Comenzar la prueba

* Una vez que el temporizador de cuenta atras llegue a 0:00, pulse el botén del
temporizador para detener cada pocillo de incubacion de muestra agitada

+ Transfiera el tubo de ensayo del pocillo de incubacion de muestra agitada n.°
1 al pocillo de ensayo n.° 1

» Repita el paso anterior para cada pocillo de ensayo, asegurandose de que to-
dos los tubos de ensayo permanezcan con sus correspondientes n.° de pocillo
durante la transferencia

» Cierre las guias de la pipeta

+ Seleccione INICIO para el pocillo de ensayo n.° 1

» Pipetee 25 pl de reactivo directamente en el tubo de ensayo de plasma rico en
plaquetas (PRP) en el pocillo de ensayo n.° 1 (NO PERMITA QUE EL REACTIVO
CORRA POR LA PARED DEL TUBO DE ENSAYO NI QUE LA PUNTA DE LA
PIPETA ROMPA LA SUPERFICIE DE LA MUESTRA)

+ Seleccione INJECT (INYECTAR) para el pocillo de ensayo n.° 1

» Repita los pasos anteriores para cada pocillo de ensayo que se utilice para el
ensayo

+ Laprueba se ejecutara ahora durante el tiempo preestablecido (LOS PROCED-
IMIENTOS DE PRUEBA DE OTROS FABRICANTES PUEDEN ESPECIFICAR
TIEMPOS O VOLUMENES DIFERENTES).

NOTA: UTILICE UN DONANTE CONOCIDO COMO MUESTRA DE CONTROL. CADA
LABORATORIO DEBE ESTABLECER Y VALIDAR SU PROPIO PROTOCOLO DE PRUEBA
Y VERIFICAR EL RENDIMIENTO RESULTANTE DE SU SISTEMA DE PRUEBA (REACTI-
VOS, INSTRUMENTO Y PROTOCOLO DE PRUEBA).

CONTROL DE CALIDAD

Para los estudios de agregacion plaquetaria, se debe analizar a un donante conocido
de la misma manera que al paciente para garantizar el rendimiento y la coherencia
del sistema de prueba. Se debe incluir un nuevo control con cada serie de pruebas,
y preferiblemente con cada nuevo lote de reactivos o después del mantenimiento del
instrumento. Cada laboratorio debe definir sus rangos aceptables para su poblacion
de pacientes y verificar el rendimiento esperado del sistema de prueba.

RESULTADOS
Los patrones de agregacion para los reactivos del AGG/PAK 5 Combo Kit se muestran
en las figuras 1 a 10.

Los patrones de agregacion tipicos inducidos por el reactivo ADP se ilustran en las
figuras 1y 2. Cuando el reactivo ADP se utiliza a una concentracion final de 20 M,
induce una gran onda uUnica de agregacion en el plasma rico en plaquetas (PRP)
normal. A concentraciones mas bajas, que van de 2 uM a 10 pM, se pueden observar
dos ondas de agregacion distintas. La onda primaria es la respuesta inmediata al
ADP exo6geno introducido por el reactivo, mientras que la onda secundaria se debe a
la liberaciéon de ADP endégeno del depdsito de nucleétidos dentro de las plaquetas.

En algunas muestras de PRP normales, se puede observar una desagregaciéon
dependiente de la concentracion, lo que indica una respuesta variable a diferentes
concentraciones de ADP. Las marcas de pico en las figuras indican los puntos en los
que se afadid el reactivo, proporcionando puntos de referencia claros para el momento
de la introduccion del reactivo y sus efectos en el proceso de agregacion.

Figura 1: Agregacion normal de ADP
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Figura 2: Agregaciéon anormal de ADP
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Los patrones de agregacion tipicos inducidos por el reactivo acido araquidénico se
ilustran en las figuras 3 y 4. Estos patrones proporcionan una vision completa de como
el reactivo interactiia con el plasma rico en plaquetas (PRP) en diferentes condiciones.
La ingestion de una sola dosis de 600 mg de aspirina tiene un impacto significativo
en la agregacion plaquetaria, lo que da como resultado la ausencia de agregacion
inducida por el acido araquidénico hasta 5 dias, como se demuestra en la figura 5.
Esta ausencia indica que la aspirina inhibe eficazmente la respuesta de agregacion,
lo cual es crucial para comprender sus propiedades anticoagulantes.

Ademas, se puede observar un tiempo de respuesta prolongado de hasta 8 dias
después de la ingestion de aspirina, como se muestra en la Figura 6. Este tiempo
de respuesta prolongado se refiere al retraso desde la adicion del reactivo de acido
araquidonico hasta el inicio de la agregacion, lo cual resalta el efecto prolongado de
la aspirina en la funcion plaquetaria.

Las marcas de pico en las figuras indican los puntos en los que se afiadio el reactivo,
proporcionando puntos de referencia claros para el momento de la introduccion del
reactivo y sus efectos en el proceso de agregacion.

Figura 3: Acido araquidénico. Agregacién normal
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Figura 4: Acido araquidénico. Respuesta anormal (efecto de la aspirina)
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Los patrones de agregacion tipicos inducidos por el reactivo de colageno se ilustran
en las figuras 5 y 6, que proporcionan una representacion detallada de los efectos del
reactivo en el plasma rico en plaquetas (PRP). Tras la adicion del reactivo de colageno
al PRP, se produce una fase de retardo inicial durante la cual no se observa agregacion.
Después de esta fase de retardo, las plaquetas normales mostraran un cambio de
forma notable. Tras el cambio de forma, se observa una gran ola unica de agregacion,
lo que demuestra la solida respuesta de las plaquetas al reactivo de colageno.



Las marcas de pico en las figuras indican los puntos exactos en los que se afiadid
el reactivo, lo que proporciona puntos de referencia claros para el momento de la
introduccion del reactivo y sus efectos en el proceso de agregacion.

Figura 5: Agregacion normal del colageno
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Figura 6: Agregacién anormal del colageno
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Los patrones de agregacion tipicos inducidos por el reactivo de epinefrina se represen-
tan en las figuras 7 y 8, que ofrecen una visién completa de sus efectos sobre el plasma
rico en plaquetas (PRP). Cuando el reactivo de epinefrina se afiade al PRP normal,
induce una respuesta bifasica caracterizada por dos ondas de agregacién distintas.
La primera onda representa la respuesta plaquetaria inicial al reactivo, mientras que
la segunda onda se debe a la liberacion de agonistas plaquetarios adicionales de los
granulos dentro de las plaquetas, lo que amplifica ain mas el proceso de agregacion.

Esta respuesta bifasica es un sello distintivo de las muestras de PRP sanas, lo que
indica una funcién plaquetaria normal. Por el contrario, la agregacién anormal de
epinefrina se identifica cuando la agregacion final es inferior al 30 %, como se muestra
en la Figura 10. Una respuesta tan reducida puede indicar disfuncién plaquetaria u
otras anomalias hematoldgicas, lo cual proporciona informacién diagnéstica valiosa.

Los indicadores de pico en las figuras marcan los puntos exactos en los que se afiade
el reactivo, ofreciendo puntos de referencia claros para el momento de la introduccion
del reactivo. Estos marcadores son esenciales para correlacionar la adicion del reactivo
de epinefrina con los patrones de agregacion observados, lo cual permite un andlisis
preciso de sus efectos inmediatos en el proceso de agregacion.

Figura 7: Agregacion normal de epinefrina
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Figura 8: Agregacion anormal de epinefrina
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Los patrones de agregacion tipicos inducidos por el reactivo ristocetina se representan
en las figuras 9y 10, que proporcionan una visién detallada de los efectos del reactivo
en el plasma rico en plaquetas (PRP). La agregacion inducida por la ristocetina puede
manifestarse como una respuesta bifasica o como una sola gran ola de agregacion.
La ola primaria de agregacion resulta de la aglutinaciéon de plaquetas mediada por el
factor von Willebrand en presencia de ristocetina. A continuacion, puede producirse
una onda secundaria debido a la liberacion de ADP endégeno de las plaquetas, lo
que contribuye aun mas al proceso de agregacion.

En pacientes sin trastorno hemorragico, la administracion de una dosis alta de ristocet-
ina suele dar lugar a una onda Unica y fuerte de agregacion. Esta respuesta robusta
es indicativa de una funcién plaquetaria normal y de la actividad del factor de von
Willebrand. Por el contrario, una dosis baja de ristocetina generalmente no provoca
respuesta en estos pacientes, ya que la concentracion mas baja es insuficiente para
inducir una agregacion plaquetaria significativa.

Sin embargo, una respuesta fuerte a una dosis baja de ristocetina sugiere la presencia
de ciertos tipos de enfermedad de von Willebrand. Por el contrario, los individuos
normales sin trastornos hemorragicos suelen mostrar poca o ninguna respuesta a
dosis bajas de ristocetina.

Es esencial interpretar estos resultados de agregacién dentro del contexto mas amplio
de la condicién clinica del paciente. Un diagndstico definitivo solo debe realizarse
después de mas pruebas y una evaluacion exhaustiva. Las figuras incluyen marcas de
picos que indican los puntos precisos de adicion de reactivos, proporcionando puntos
de referencia claros para comprender el momento de la introduccion del reactivo y
sus efectos inmediatos en el proceso de agregacion.

Figura 9: agregacion normal de ristocetina
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TABLA 3: RESULTADOS DE ADP, ACIDO ARACIDONICO, COLAGENO,
EPINEFRINA Y RISTOCETINA OBSERVADOS EN DEFECTOS DE FUNCION DE
LAS PLAQUETAS

DEFECTO ADP REACTIVO ACID,O EEIT)
ARACIDONICO REACTIVO
TIPO ASPIRINA l o N l o N l
TROMBOCITOS l l l l l
ENFERMEDAD DE ALMACENAMIENTO ] ] ]
ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND N N N
SINDROME DE BERNARD-SOULIER N N N
S EPINEFRINA RISTOCETINA
REACTIVO REACTIVO
TIPO ASPIRINA l o N l o N
TROMBOCITOS 11 N
ENFERMEDAD DE ALMACENAMIENTO l o N
ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND N l l
SINDROME DE BERNARD-SOULIER N l l
1 = Agregacion reducida resultante de una disminucién o ausencia de onda secundaria

11= Agregacion reducida resultante de una disminucion o ausencia de onda primaria y secundaria

N = Respuesta normal

VALORES ESPERADOS
Cada laboratorio debe establecer los rangos esperados para cada reactivo en varias
concentraciones utilizadas para inducir la agregacion (Tabla 4).

TABLA 4: RESULTADOS PREVISTOS PARA LAS RESPUESTAS DE
AGREGACION DE PLAQUETAS EN DONANTES NORMALES

Agregacion final a los 6 minutos

AGONISTA ADP Acido araquidénico Colageno Epinephrine Ristocetina
P Unidades | Adenosina-5- Arachidonato Piel de ternera Adrenaline Sulfato de
difosfato de sodio soluble, tipo| ristocetina
10mg/mL | 1,5mg/mL
Concentracién final 200 M 500,0 g / mil 019 mg /mi 100 M bt Dot
Agregacién primaria % 81 83 85 87 83 89
Pendiente primaria 54 55 55 20 63 68
(A:::::]bn secundaria " o o - . oo | oo
Pendiente secundaria Variable o o Variable Variable Variable
Area bajo la curva Minutos 320 414 521 s40 N/A N/A
Fase de retardo Segundos <10 </=20 <60 o N/A N/A
Desagregacién % s o s si No No
Agregacién mixima % 289 283 299 > 104 296 2101
Agregacién final % 3-89 65-90 61-99 51-104 82-96 | s4-101

A NOTA: NO SE RECOMIENDA AJUSTAR EL RECUENTO DE PLAQUETAS

LIMITACIONES

En la agregometria por transmision de luz, la presencia de glébulos rojos en el PRP
hara que se reduzca la agregacion observada. La presencia de plaquetas en el PPP
hard que aumente la agregacion final. Pueden producirse resultados espurios si el
recuento de plaquetas del PRP es inferior a 75.000 plaquetas/cumm. El recuento de
plaguetas del PRP solo puede realizarse mediante el método del hemocitémetro. Las
muestras comprometidas deben rechazarse.

Si los resultados son anormales, la prueba debe repetirse en otra ocasion. Cada
laboratorio debe establecer rangos de referencia adaptados a la poblacién a la que
atiende, asi como las concentraciones especificas de reactivos utilizados.

RENDIMIENTO ANALITICO

La agregacion plaquetaria, inducida por reactivos de uso comin como ADP, acido
araquiddnico, colageno, epinefrina y ristocetina, es un sistema de prueba no lineal.
Las respuestas se basan en la diferencia entre la transmision de luz del plasma rico
en plaquetas (PRP) y el plasma pobre en plaquetas (PPP) del paciente y, por lo tanto,
los resultados son unicos para ese paciente. Ciertos parametros son mas propensos
a la no linealidad que otros. Estos incluyen la fase de retardo, la pendiente primaria,
la pendiente secundaria, la respuesta bifasica y la desagregacion. La no linealidad
esta causada por muchos factores, como la quimica de reaccién y la instrumentacion.
La agregacion plaquetaria muestra la tasa de respuesta o actividad y no cuantifica
los reactivos ni sus concentraciones.

En la agregacion plaquetaria, la precision es un parametro relativo y depende del
sistema de prueba. Las limitaciones de la agregacién plaquetaria dificultan la obtencion
de rangos tipicos de precision o reproducibilidad.

La variabilidad en la linealidad, precisién y reproducibilidad de los resultados en los
sistemas de prueba basados en reactivos ADP, acido araquidénico, colageno, epine-
frina y ristocetina esta reconocida por multiples organizaciones de normalizacion. El
CV comunmente aceptado es de + 15 %.

menorde + 7,5%
menor de + 15,0%
menor de + 10,5%
menor de + 12,5%

Reproducibilidad de prueba a prueba:
Reproducibilidad de instrumento a instrumento:
Variabilidad de lote a lote de reactivos:

De laboratorio a laboratorio (de sistema a sistema)
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