O BIOMEDICA

DIAGNOSTICS

BioMedica Diagnostics Inc.

P.O. Box 1030, 94 Wentworth Road
Windsor, NS, Canada BON 2T0
1.902.798.5105
www.biomedicadiagnostics.com

ACTICLOT® Protein S

REF

IVD

| EC

REP

843L-HS

e Y [[H.,4

Obelis s.a
Bd. Général Wahis 53, 1030 Brussels, BELGIUM



USO PRETENDIDO

ACTICLOT® Protein S € um ensaio de coagulacao funcional destinado a determinagéo
quantitativa da atividade da Proteina S no plasma humano. O ensaio destina-se ao uso
diagnastico in vitro.

EXPLICAGAO DO TESTE

DiScipio e colegas identificaram pela primeira vez a Proteina Humana S (S de Seattle)
em 1977."7 A Proteina Humana S é uma glicoproteina de cadeia Unica de
635 aminoacidos (69.000 kD) que circula no plasma a uma concentracao de cerca de
320 nM. O gene ativo da Proteina S tem 15 exons e abrange mais de 80 kilobases no
cromossomo 3.2 A Proteina S é uma proteina dependente da vitamina K sintetizada
principalmente no figado, mas também no endotélio e possivelmente em
megacaridcitos. E possivel que as trés fontes de Proteina S desempenhem um papel
significativo na regulacdo da hemostasia.

A Proteina S n&do parecia ser o zimégeno precursor de uma proteinase serina e
nenhuma funcao era conhecida até 1980, quando Walker relatou que a Proteina S
bovina funciona como um cofator da Proteina C na inativagéo do fator V ativado.3 A
importancia biolégica da regulagdo da coagulacdo pelo caminho envolvendo a
Proteina C, a Proteina S e a trombomodulina foi substanciada por estudos clinicos.
Uma associacao entre trombose e deficiéncias parciais de Proteina S foi documentada
em certas familias.4%¢ A Proteina S também foi encontrada na superficie das células
endoteliais e plaquetas’. Aproximadamente 60% da Proteina S no plasma humano esta
fortemente ligada a proteina de ligagéo C4b, portanto, os niveis plasmaticos de Proteina
S podem nao refletir completamente sua biodisponibilidade.8 Este complexo ndo tem
atividade de cofactor anticoagulante. Foi sugerido que a Proteina S pode ter um papel
no sistema complemento, mediando a associa¢ao da proteina de ligacdo C4b (C4bBP)
com superficies celulares que foram danificadas ou ativadas para expor fosfolipidios
carregados negativamente.® Isso pode representar outro mecanismo regulador
importante para a Proteina S.
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PRINCIPIO DO METODO

O ensaio ACTICLOT Protein S é um ensaio de plasma baseado na coagulagdo. No
ensaio, as diluigdes do plasma do paciente s&do misturadas com o plasma esgotado da
Proteina S. Um reagente ativador contendo fator Xa, Proteina C ativada e fosfolipidios
é adicionado a mistura. Apds um periodo de incubagao de 5 minutos, o cloreto de calcio
é adicionado para iniciar a formacgdo do coagulo. Nestas condicdes, o prolongamento
do tempo de coagulagao é diretamente proporcional a concentragao de Proteina S no
plasma do paciente.

REAGENTES

O kit contém reagentes suficientes para realizar 80 testes usando um analisador de
coagulacao automatico ou 40 testes se um método manual de ponto final for usado.

R1 Reagente Ativador ACTICLOT: 4 frascos, 1,0 ml (liofilizado)
R2 Plasma Deficiente em Proteina S: 6 frascos, 1,0 ml (liofilizado)

R3 Tampao de Diluicao de Amostra: 2 frascos, 2,5 ml, concentragao de 10 vezes

AVISO

Este produto contém material de origem humana que foi considerado ndo reativo para
o Antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), Virus da hepatite C (HVC) e Virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 e tipo 2 (HIV-1, HIV-2) usando métodos registrados.
Uma vez que nenhum método de teste conhecido pode fornecer uma garantia total de
que os produtos derivados de amostras humanas néo transmitirdo HBsAg, HVC, HIV-1,
HIV-2 ou outros agentes patogénicos sanguineos, esse produto devera ser manuseado
conforme recomendado para quaisquer amostras humanas potencialmente infecciosas.

Este produto contém material de origem animal. Uma vez que nenhum método de teste
conhecido pode fornecer uma garantia total de que os produtos derivados de amostras
animais nao transmitirdo agentes patogénicos sanguineos, esse reagente devera ser
manuseado conforme recomendado para quaisquer amostras potencialmente
infecciosas.
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PREPARAGAO E ARMAZENAMENTO DE REAGENTES

Reagentes liquidos liofilizados e concentrados estaveis até a data de validade indicada
nas etiquetas dos seus frascos, quando armazenados a 2°-8°C.

A. Reagente Ativador ACTICLOT (R1)

Reconstituir com 1 ml de agua deionizada ou destilada tipo 1. Deixar repousar a
temperatura ambiente (18°-25°C) durante 20 minutos para permitir a dissolugéo
completa. Depois manter a 2°-8°C e utilizar em 4 horas. O reagente ativador
reconstituido é estavel por:

- 30 dias
A -20°C

B. Plasma Deficiente em Proteina S (R2)

Reconstituir com 1 ml de agua deionizada ou destilada tipo 1. Misturar
suavemente e deixar em repouso a temperatura ambiente (18°-25°C) durante
20 minutos para permitir a dissolugdo completa. Depois manter a 2°-8°C e utilizar
em 4 horas. O plasma deficiente reconstituido é estavel por:

- 30 dias
A -20°C

C. Tampao de Diluicdo de Amostra (R3)

Diluir o conteudo de um frasco a 25 ml com agua deionizada ou destilada tipo 1
e misturar. O Tampao de Diluicao de for¢ca de trabalho é estavel por:

- 30 dias
A 2°_8°C
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COLETA E PREPARO DE AMOSTRAS

Consulte “Collection, Transport and Processing of Blood Specimens for Testing Plasma-
based Coagulation Assays and Molecular Hemostasis Assays; Approved Guidelines-
Fifth Edition”, CLSI Document H21-A5, Vol. 28, No. 5, 2008.1° A coleta de plasma deve
ser feita da seguinte forma:

1. Coletar 9 volumes de sangue em 1 volume de citrato trissddico de 0,1 M.

2. Centrifugar a amostra de sangue a 2.500 x g durante 15 minutos.

3. O plasma deve ser armazenado entre 2° e 8°C e analisado em 2 horas.
Alternativamente, o plasma pode ser armazenado por:

- 1 més
A -20°C

4. Oplasma congelado pode ser descongelado uma vez a 37°C, 30 minutos antes da
utilizagéo.

PROCEDIMENTO
Materiais Fornecidos — Consultar Reagentes
Materiais Necessarios, Mas Nao Fornecidos

Agua deionizada tipo 1 ou 4gua destilada

Calibrador de Coagulagéo Especial, REF C.BMD.SCC030-01ML-A

Controle de Coagulacao Eespecial Normal, REF C.BMD.SCCN180-01ML-A
Controle de Coagulagéo Especial Anormal, REF C.BMD.SCCA180-01ML-A
Solucéo de cloreto de calcio 0,025 M

Analisador de coagulagao automatizado ou temporizador de coagulagdo mecanica
Cilindro graduado de 25 ml

pipetador de volume variavel (100-1.000 L)

Incubadora ou banho-maria a 37°C
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Calibragcao de Ensaio

O Calibrador de Coagulacao Especial, REF C.BMD.SCC030-01ML-A, deve ser utilizado
para a preparacao dos padrdes de calibracdo da Proteina S. Prepare padrdes de
calibracéo de Proteina S, controle e amostras de plasma do paciente da seguinte forma.
Use os padrdes e as amostras imediatamente apds a preparacgao.

Volume do Calibrador de Volume do Tampao
Proteina S Padrdo” Coagulacao Especial de Diluicao
100% 100 pL 900 uL
50% 500 uL do Padrao 100% 500 uL
12,5% 250 uL do Padrao 50% 250 uL
0% 0L 1000 L
Amostra/Controle do Amostra/Controle do Volume do Tampao
Paciente Paciente de diluicdo
100% 50 pL 450 uL

* O valor real dos padrdes de Proteina S dependera do valor especifico do lote do
calibrador de coagulacdo especial.

Procedimento de Ensaio

O ACTICLOT Protein S pode ser realizado manualmente ou por meio de analisadores
de coagulagao semiautomatizados ou automatizados.

Método do Analisador de Coagulagao Automatizado

A BioMedica Diagnostics oferece aplicagdes do instrumento para executar o ACTICLOT
Protein S em varios analisadores de coagulacdo. Essas aplicagfes do instrumento
podem conter dados de programacéo e desempenho especificos da plataforma que
diferem dos dados fornecidos nestas Instrugdes de uso. Nesses casos, as informagdes
contidas na aplicagdo do instrumento substituem as informagdes desta Instrucao de
uso. Consulte o manual do instrumento do fabricante especifico para obter as
instrucbes de operagdo completas.
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Método de Ponto Final Manual

Transfira o Ativador ACTICLOT e a solugéo de cloreto de calcio 25 mM para 0s pogos
de reagente a 37°C. Incubar durante pelo menos 2 minutos.

1.

Adicione 0,1 ml de Plasma deficiente em Proteina S + 0,1 ml de diluicdo padréo ou
amostra do paciente a uma cubeta de coagulagao.

Incube a 37°C por 2 minutos.
Adicione 0,1 ml de Ativador ACTICLOT.

Incube a 37°C por 5 minutos.

. Adicione 0,1 ml de solucao de cloreto de calcio 0,025 M.

Inicie o temporizador de coagulagao e observe o tempo de coagulacao.

Obtenha determinagdes duplicadas para cada diluicdo de plasma.

RESULTADOS

Curva Padrao Representativa

Uma curva padréo é construida ao tragar o tempo médio de coagulagéo de cada padréo
de Proteina S em relacdo a sua atividade correspondente em porcentagem. Uma curva
padrdo deve ser gerada cada vez que o ensaio é realizado. Desenhe a linha de melhor
ajuste entre os pontos, normalmente uma equacéo linear, para analise de dados.

A seguinte curva padrédo destina-se apenas para fins demonstracao.
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CALCULO DE RESULTADOS

Determinar a % de Proteina S na amostra de teste por meio da interpolacao a partir da
curva padrédo. No caso de pacientes com anticoagulantes lupicos ou atividade
anormalmente alta de Proteina S, em que varias diluicbes de pacientes foram
analisadas, corrija o nivel de Proteina S da diluicdo. Os niveis corrigidos de Proteina S
de pelo menos duas diluigdes devem estar de acordo.

CONTROLE DE QUALIDADE

Os plasmas de controle devem ser incluidos na analise sempre que sdo usados
reagentes reconstituidos recentemente. O Controle de Coagulagdo Especial Normal,
REF C.BMD.SCCN180-01ML-A, e o Controle de Coagulacao Especial Anormal, REF
C.BMD.SCCA180-01ML-A, podem ser usados. Os niveis obtidos para estes plasmas
de controle devem estar dentro dos limites especificados. Se os plasmas de controle
nao gerarem os niveis de Proteina S dentro do intervalo especificado, a analise devera
ser repetida. Entre em contato com a BioMedica Diagnostics se 0 ensaio repetido dos
controles nédo gerar os niveis de Proteina S dentro dos limites aceitaveis.
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LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

A presenca de heparina superior a 1,2 U/ml na amostra do paciente, ou a presenca de
anticoagulantes lupus na amostra, pode afetar os resultados do ensaio, prolongando o
tempo de coagulagdo, dando um valor artificialmente elevado de Proteina S. Essas
amostras devem ser testadas em varias diluicdes para corrigir esse efeito.!!

Os ensaios funcionais para a Proteina S podem ser influenciados pela presenca da
mutacgéo de fator V Leiden no paciente, uma vez que esta condicao inibe a inativacao
aumentada da Proteina S do fator Va pela Proteina C ativada.

Este teste ndo deve ser usado como o unico meio de diagndstico. O regime padrao de
testes de coagulagao deve ser seguido.

VALORES ESPERADOS

O valor da Proteina S é geralmente expresso como um percentual relativo em relagao
ao valor de um plasma normal padrédo ou comum. O intervalo normal esperado para a
Proteina S é de 55-160%.'2 No entanto, cada laborat6rio deve determinar o seu proprio
intervalo normal.’® Os machos tém 10%-15% mais proteina S plasmatica do que as
fémeas, e a concentragdo aumenta um pouco com a idade em ambos os sexos.® Uma
diminuicdo na Proteina S esta associada a um aumento da incidéncia de
tromboembolismo.™ Uma diminuicdo na atividade da Proteina S n&o indica
necessariamente uma diminui¢do na concentracdo plasmatica da Proteina S. Como a
Proteina S (total) esta presente no plasma como proteina livre e como proteina ligada
a C4bBP, apenas a Proteina S livre atua como cofator da Proteina C ativada. Quando
a atividade da Proteina S diminui, é importante estabelecer os niveis plasmaticos tanto
da Proteina S livre quanto da Proteina S ligada a C4bBP. Trés tipos de deficiéncia de
Proteina S congénita foram descritos, conforme resumido na Tabela 1.1°
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Tabela 1

TIPO DE TOTAL LIVRE ATIVIDADE DA
DEFICIENCIA PROTEINA S PROTEINAS  PROTEINA S
| Vb Y \%
Il —t = \Y
[ EN Y \%

a: < =¢énormal
b: V = esta a um nivel reduzido

Os niveis de Proteina S também podem ser diminuidos em doencas hepaticas e
durante a terapia anticoagulante. Alem disso, a atividade da Proteina S e o antigeno
livre da Proteina S podem ser reduzidos em doengas inflamatorias, nas quais 0s niveis
de C4bBP sé&o elevados.

SUBSTANCIAS INTERFERENTES

As seguintes substancias podem interferir com o ACTICLOT Protein S nos niveis
indicados.

Substancia Concentracao
Hemoglobina >500 mg/dl
Bilirrubina >21 mg/dl
Triglicerideos >900 mg/dl

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O usuario final deve estabelecer caracteristicas de desempenho do produto para o
método ou a instrumentagéo especifica utilizada. Estudos utilizando um analisador
automatico com deteccao foto-dptica produziram os resultados mostrados abaixo.

Precisao

Um estudo realizado utilizando outro kit de Proteina S disponivel comercialmente deu
um coeficiente de correlacdo de 0,868 para 78 amostras testadas, com uma equacao
de regressdo de y = 0,913x + 17,2.
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Precisao

Foram observados os seguintes coeficientes de variagdo (CV's):

Nivel de Proteina S CV Intraensaio CV Interensaio

Plasma Normal (87%) 3,0% 5,9%

Plasma Anormal (42%) 2,3% 5,1%
Sensibilidade

O ACTICLOT Protein S foi projetado para dar uma curva padréo linear para niveis de
Proteina S entre 0 e 100% quando tragado como direcionado.
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DEFINIGOES DOS SiMBOLOS
Consulte as Instrugdes de Aviso
T
IVD Dispositivo médico para oc Limitag&o de temperatura
diagnéstico in vitro 2c? Armazenar entre 2°C e 8°C
LOT Numero do lote REF NUmero de catalogo
2 Data de expiragdo u Fabricado por
Contém o suficiente para .
Representante Autorizado
c € Marca CE EC JREP| 4a Unido Europeia
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