CY-QUANT VASP/P2Y12

Para determinagéo dos antagonistas especificos do recetor
plaquetario de ADP

Contetdo do kit:

— 1 microplaca de Reagente 1 (96 pogos revestidos anti-
VASP)

- 3 frascos de Reagente 2a (PGE1)

- 3 frascos de Reagente 2b (PGE1 + ADP)

— 1 frasco de Reagente 3 (Solugao tampé&o de lise)

— 1frasco de Reagente 4 (Solugéo de lavagem)

— 1 frasco de Reagente 5 (Solugao tamp&o de diluicdo)

— 1 frasco de Reagente 6 (Anti-VASP-P-peroxidase)

— 1 frasco de Reagente 7 (TMB)

— 1 frasco de Reagente 8 (Solugao de paragem)

— 1instrumento para extragao dos pogos da tira de suporte

Para Utilizagao no Diagndstico In Vitro
Ref. 7502

e

1-INTRODUGAO

CY-QUANT VASP/P2Y12 é um kit de medigdo por imuno-absorgéo
enzimatica (ELISA) da molécula VASP fosforilada em serina 239 (VASP-P)
nas plaquetas de sangue total humano fresco.

CY-QUANT VASP/P2Y12 é dedicado & determinagéo dos antagonistas
especificos do recetor plaquetario de ADP, P2Y12.

A proteina intraplaquetaria VASP (“Vasodilator Stimulated Phosphoprotein” =
Fosfoproteina Estimulada por Vasodilatadores) é ndo fosforilada em estado
basal.

A prostaglandina E1 (PGE1) induz a fosforilagéo de VASP (1) enquanto que
a fixagdo de difosfato de adenosina (ADP) nos recetores P2Y12 (2)
desencadeia a desfosforilagdo de VASP. Nas condicbes de teste e com a
adicdo simultanea de PGE1 e de ADP, o efeito do ADP prevalece e induz a
desfosforilagéo de VASP,
a menos que o recetor P2Y12 seja eficazmente bloqueado por farmacos
antiplaquetarios visando este recetor (como as tienopiridinas). O nivel de
fosforilagdo de VASP nestas condigOes reflete assim o nivel de inibigao do
recetor P2Y12.

Variagdes inter-individuais e fenomenos de resisténcia aos antiplaquetarios
foram largamente documentadas @b). O efeito das tienopiridinas (3) pode
assim ser demonstrado com o kit CY-QUANT VASP/P2Y12 pela persisténcia
da fosforilagdo de VASP induzida pela PGE1, apesar da adigdo simultanea
de ADP.

O kit CY-QUANT VASP/P2Y12 pode ser igualmente utilizado para determinar
os efeitos in vitro dos antagonistas do recetor P2Y12.
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2- PRINCIPIO DO TESTE

Apds uma primeira etapa de ativagao da amostra de sangue total em paralelo
para PGE1 e PGE1+ADP (Reagentes 2a e 2b), as plaquetas sdo submetidas
a lise (Reagente 3), permitindo assim que o VASP libertado seja capturado
por um anticorpo anti-VASP humano revestido na microplaca (Reagente 1).
Em seguida, um anticorpo anti-VASP-P humano ligado a peroxidase
(Reagente 6) fixa-se num determinante antigénico de VASP, a Ser 239
fosforilada. A taxa de peroxidase ligada é entdo medida em fungdo da sua
atividade sobre o substrato TMB (Reagente 7). Apos a paragem da reagéo
(Reagente 8), a intensidade do sinal (absorvéncia a 450 nm) ¢ diretamente
ligada a concentragdo de VASP-P presente na amostra.

Um indice de reatividade plaquetaria (PRI) é calculado a partir das
densidades opticas (DOssonm) da amostra testada em presenga de PGE1 em
isolado [PGE1]ou de PGE1 e de ADP [PGE1+ ADP].

3- REAGENTES

* Reagente 1: microplaca 96 pogos composta por 12 tiras divisiveis de 8
pogos individuais cobertos por AcM de ratinho anti-VASP

humano, em embalagem reutilizavel.
» Reagente 2a:  frasco de PGE1 liofilizada.
* Reagente 2b:  frasco de PGE1 + ADP liofilizados.
* Reagente 3:  frasco de 15 ml de tamp&o de lise.

* Reagente 4: frasco de 50 ml de solugdo de lavagem, 20 vezes

concentrada.
* Reagente 5:  frasco de 50 ml de solugéo tampao de diluigéo.

frasco de 1,6 ml de AcM de ratinho anti-VASP-P humano
ligado & peroxidase, 20 vezes concentrada.

» Reagente 6:

* Reagente 7:  frasco de 25 ml de TMB (tetrametilbenzidina).

» Reagente 8:  frasco de 15 ml de solugéo de paragem.

4- MATERIAL AUXILIAR NECESSARIO NAO FORNECIDO

- Agua desionizada ou destilada, equilibrada & temperatura ambiente, de
preferéncia esterilizada.

- Cronémetro.

- Pipetas multicanais, pipetas de ponta descartavel.

- Leitor de placas equipado com um filtro de 450 nm.

- Agitador tipo Vortex.

- Papel absorvente.

5- PRECAUGOES
- Respeitar as boas praticas de laboratério.
- Cumprir a regulamentag&o local em vigor quanto a eliminag&o de residuos.
- Considerar o sangue como potencialmente infeccioso.
- Reagente 3 — Tampéo de lise:
H319: Provoca irritagéo ocular grave
H333: Pode ser nocivo por inalagéo
EUH208: Contém  5-chloro-2-methyl-4-isothiazol-3-one/2-methyl-4-
isothiazol-3-one (3:1). Pode provocar uma reacgao alérgica.
P280: Usar luvas de protecgdo / vestuario de protecgdo / protecgéo ocular
| protecgéo facial
P305 + P351 + P338: SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar
lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel
P304 + P340: EM CASO DE INALAGAO: retirar a pessoa para uma zona
ao ar livre e manté-la numa posigédo que nao dificulte a respiragao
- Reagente 5 - Tampé&o de diluigéo:
H317: Pode provocar uma reacgao alérgica cutanea
P280: Usar luvas de protecgdo / vestuario de protecgdo / protecgéo ocular
| protecgéo facial
P302 + P352: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com
sabonete e 4gua abundantes



- Reagente 8 — Solugao de paragem:
H314: Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves
P280: Usar luvas de protecgdo/vestuario de protecgdo/protecgdo
ocular/protecgéo facial
P301 + P330 + P331: EM CASO DE INGESTAO: enxaguar a boca. NAO
provocar o vémito
P303 + P361 + P353: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou 0
cabelo): despir/retirar imediatamente toda a roupa contaminada.
Enxaguar a pele com 4gua/tomar um duche
P305 + P351 + P338: SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar
lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel
P310: Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMAGAO
ANTIVENENOS ou um médico

6- RECONSTITUICAO E CONSERVAGAO DOS REAGENTES

- Desde que conservados a 2-8° C na embalagem de origem, os reagentes
mantém-se estaveis até ao termo do prazo de validade indicado.

- Antes de utilizar, todos os reagentes devem ser equilibrados & temperatura
ambiente (TA, 18-25° C) durante pelo menos 30 minutos.

* Reagente 1

Pronto a usar. Apds a primeira utilizagao, voltar imediatamente a colocar as
tiras e pogos ndo utilizados na embalagem reutilizavel contendo a bolsa
desidratante e guardar a temperatura de 2-8° C.

Estabilidade apos abertura: 2 meses a 2-8° C, na auséncia de qualquer
contaminag&o.

» Reagentes 2a e 2b

Reconstituir cada frasco com 900 pl de 4gua desionizada ou destilada e
homogeneizar o contetido por meio de um agitador tipo Vortex durante 5
segundos.

Estabilidade apés reconstituigdo: 1 més a 2-8° C, na auséncia de qualquer
contaminag&o.

* Reagentes 3,5¢ 8
Prontos a utilizar. Estabilidade apds a abertura: 2 meses a 2-8° C, na
auséncia de qualquer contaminagao.

» Reagente 4

Estabilidade apds a abertura: 2 meses a 2-8° C, na auséncia de qualquer
contaminag&o.

Antes de utilizar, diluir a 1/20 com agua desionizada ou destilada.

Para um pogo, diluir 100 pl de Reagente 4 com 1 900 ul de agua desionizada
ou destilada.

Estabilidade apés diluigdo: 15 dias a 2-8° C, na auséncia de qualquer
contaminag&o.

Nota: A presenga de cristais ndo altera em nada a qualidade do reagente. Se
necessario, incubar a 37° C até a total dissolugdo dos cristais, para depois
homogeneizar e equilibrar a TA.

» Reagente 6

Estabilidade apds a abertura: 2 meses a 2-8° C, na auséncia de qualquer
contaminag&o.

Antes de utilizar, diluir o reagente a 1/20 com o Reagente 5.

Para um poco, diluir 15 pl de Reagente 6 com 285 pl de Reagente 5.
Estabilidade ap6s diluicao: 1 hora a TA.

Nota: Se o frasco encher totalmente, pipetar cuidadosamente para evitar que
o reagente transborde.

* Reagente 7

Pronto a utilizar. Estabilidade apds a abertura: 2 meses a 2-8° C, na auséncia
de qualquer contaminagéo.

Nota: Evitar a exposi¢do a luz e ao calor, bem como a contaminagdo com
ides metalicos ou peroxidase.

7- RECOLHA E CONSERVAGAO DA AMOSTRA

- Recolher sangue total venoso num tubo de ensaio com citrato de sédio
0,109 M, em conformidade com as recomendagdes do fabricante.

- Manter a integridade das plaquetas, evitando qualquer risco de ativagdo
durante a colheira (agitagéo, choque térmico).

- O'tubo deve ser cheio na totalidade, conservado a TA e ndo deve ser aberto
antes da realizag&o do teste.

- A amostra deve ser tratada no prazo de 24 horas ap6s a colheita.

8- PROCEDIMENTO

Recomendamos testar uma amostra normal como controlo em paralelo com
cada série de amostras.

Recomendacées:
- As lavagens podem ser efetuadas indiferentemente a méo (pipeta

multicanais) ou por meio de uma maquina de lavagem de placas
automatizada.

- Em cada lavagem manual, esvaziar os pogos por inversdo da placa,
tamponar a placa sobre papel absorvente limpo, encher os pogos com 300
ul de Reagente 4 diluido e, depois, esvazia-los completamente.

- O numero de lavagens indicado deve ser escrupulosamente respeitado.

- Nunca deixar os pogos vazios.

- Evitar colocar as tiras sob luz viva.

- Comprovar a auséncia de bolhas nos pogos antes da medigao da DO.

8.1- PROTOCOLO OPERATORIO

Em cada etapa, respeitar rigorosamente 0os mesmos tempos de incubagéo
em cada um dos pogos de analise.

Distribuir as amostras e os controlos em duplicado; um duplicado de controlos
é suficiente para a analise simultanea de varias amostras.

Depositar diretamente nos pogos pré- revestidos (Reagente 1):

Pogo Pogo Pogo
PGE1 PGE1 + ADP Controlo
Reagente: 2a: 40 pl 2b: 40 pl 5. 180 pl
Sangue total: 40 pl 40 pl —

Misturar cuidadosamente o conteldo de cada
pogo em 8-10 pipetagens

Cobrir os pogos e
incubar 10 minutos a TA

Reagente: 3:100 pl 3:100 pl —

Misturar cuidadosamente o conteudo de cada pogo
em 8-10 pipetagens

RECOLHA DO ANTIGENE

Cobrir os pogos e
incubar 30 minutos a TA

Lavar todos os pogos 3 vezes com 300 ul de Reagente 4 diluido e adicionar
imediatamente:

Reagente 6

o 200 pl 200 pl 200 pl

FIXAGAO DO
CONJUGADO

Cobrir os pogos
e incubar 30 minutos a TA

Lavar todos os pogos 3 vezes com 300 pl de Reagente 4 diluido e adicionar

imediatamente:
Reagente: |  200p | 200u | 200
o
g Incubar 5 minutos a TAe
< adicionar:
w
@ | Reagented: | 00w | 100w | 00
Homogeneizar cuidadosamente o contetdo de cada pogo
,9( o Medir a absorvéncia a 450 nm, no maximo até
g 2 4 horas apds a paragem da reagéo.
g0 (A placa deve ser conservada a TA.)




8.2- CALCULO DO iNDICE DE REATIVIDADE PLAQUETARIA

O indice de reatividade plaquetaria (PRI) é calculado a partir das densidades
opticas (DOssonm) da amostra testada, em presenca de PGE1 em isolado
[PGE1]ou de PGE1 e de ADP [PGE1+ ADP], segundo a féormula seguinte:

DO,s,.,|[PGE1]—DO,s,,..|PGE1 + ADP] »

PRI (%) =
) DO,,,,,|PGE1]-DO,,,, [Controlo]

100

Nota: Cada laboratério deve definir os seus proprios valores de
interpretagao especificos em fungao do antagonista P2Y12 a avaliar.

Com o fim de medir a eficicia de um antagonista P2Y12, seguir as

recomendagdes seguintes:

1- Determinar a zona basal dos valores de PRI (média * 2 desvio padréo)
num grupo de doentes apresentando a patologia em questéo e que ndo
estejam a receber o P2Y12 a avaliar. A titulo indicativo, o PRI de
dadores saudaveis néo tratados (n=32) esta compreendido entre 89% e
99% (dados recolhidos de um estudo externo).

2-  Determinar, antes do tratamento, o valor basal de PRI do doente testado
(PRIo) e verificar se tal valor se encontra dentro da zona basal de PRI
anteriormente estabelecida. Caso contrario, reportar-se ao paragrafo
LimitagBes (§10) e repetir o teste, se necessario.

3-  Determinar o valor de PRI num momento T (PRIt), tendo em conta as
propriedades farmacodinamicas do antagonista P2Y12 avaliado. Se o
valor PRIt ainda se encontrar contido na zona basal de PRI, o doente
n&o respondeu ao tratamento.

Em resumo, um PRI baixo corresponde a um doente que apresenta boa
resposta, enquanto que um PRI alto indica um individuo saudavel ou um
doente com resposta deficiente ao tratamento. Quanto mais baixo o PRI,
maior a inibicdo do recetor P2Y12.

9- DESEMPENHO

Repetibilidade:
Duas amostras apresentando diferentes niveis de PRI s&o testadas 8 vezes
com o mesmo Kkit:

Amostra Amostra 1 Amostra 2
n 8 8
X (PRI %) 43,69% 97,85%
SD 2,02 0,57
cv 4,6% 0,6%

Zona de medigao:
A zona de medicao do método estende-se de 0 a 100% de PRI.

Correlagéo com o teste PLT VASP/P2Y12 (BioCytex ref. 7014, CE):
O teste CY-QUANT VASP/P2Y 12 esta fortemente correlacionado com o teste
citométrico PLT VASP/P2Y12: n= 96; r= 0,95; p< 0,001.

Interferéncia:

- Contagem de plaquetas: em amostras contendo de 50000 a
375 000 plaquetas/pl, a contagem de plaquetas néo afetou significativamente
o teste CY-QUANT VASP/P2Y12.

- Contagem de globulos vermelhos: em amostras néo tratadas contendo de 1
x 108 a 5,8 x 106 hemacias/pl, a contagem de globulos vermelhos néo afetou
significativamente o teste CY-QUANT VASP/P2Y12.

- A aspirina e os farmacos anti Gpllb/lla ndo afetam significativamente o teste
CY-QUANT VASP/P2Y12, dado que o biomarcador VASP ¢é especifico da
cascata de sinalizagéo do P2Y12.

10- LIMITAGOES

O kit CY-QUANT VASP/P2Y12 ndo pode ser utilizado em amostras
hemolisadas e/ou ativadas.

11- RESPONSABILIDADE

A utilizacao no diagnostico in vitro s6 é valida mediante a estrita aplicagdo das
instrugdes. Qualquer alteragdo ou modificagéo pode influenciar o resultado do
teste.

Nunca permutar ou misturar reagentes provenientes de diferentes kits.

Caso estas recomendagdes ndo sejam estritamente respeitadas, ndo sera
aceite qualquer contestagdo ou substituicdo do produto.
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13- SIMBOLOS

Referéncia de catalogo g Prazo de validade

IVD Dispositivo médico W Conteudo suficiente
de diagndstico in vitro para "n" testes
Limites de temperatura | |LOT| Cddigo do lote
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