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Resumo

UTSUNOMIA E.K, Padronizacdo das plaquetas preparadas in house para atividade do
cofator da ristocetina. 2013. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013.

A doenca de von Willebrand (DvW) é decorrente da deficiéncia qualitativa ou
guantitativa do Fator de von Willebrand (FVYW) e é considerada a coagulopatia hereditaria
mais comum na populacdo com uma prevaléncia de 1,1% na populacdo geral. Para o seu
diagnostico sdo utilizados diversos métodos como o teste do cofator da ristocetina, que é
amplamente utilizado na rotina laboratorial por ser considerado padrédo-ouro na avaliacdo da
funcéo do fator de von Willebrand e por estar diminuido em todos os casos da doenga. O kit
comercial de plaquetas liofilizadas é importado, de elevado custo e possui uma validade de
30 dias apds sua reconstituicdo se conservado de 2°C a 8°C. Devido a baixa prevaléncia da
DvW na populagdo, muitas vezes ndo ha uma grande quantidade de exames a serem
realizados, fazendo com que os plasmas desses pacientes sejam congelados e
armazenados até o momento onde apare¢a um numero minimo de pacientes. O estudo teve
como objetivo padronizar uma técnica como alternativa na utilizacdo de plaquetas fixadas
em formalina e o seu teste em individuos saudaveis e com a suspeita da doenca, onde
foram avaliados a porcentagem de atividade expressa considerando o montante de
aglutinacdo induzida pela ristocetina, que se relaciona proporcionalmente com a
concentracdo do FVW e o percentual de atividade normal medido através do agregdmetro. O
estudo possui um carater preliminar e apresentou-se viavel a rotina laboratorial, e se
faz necessario ndo s6 a coleta de um numero amostral maior, mas também da
analise de diversas variaveis (grupo sanguineo, idade, hormonios, estresse, uso de
medicamentos) para se estabelecer nessa populacdo um valor de referéncia para
essa técnica.

Palavras-chave: Atividade do cofator de ristocetina; Doenca de von Willebrand; Fator de
von Willebrand; Formalina; Hematologia; Hemostasia; Plaquetas.



Abstract

UTSUNOMIA E.K, Standardization of platelets prepared in house to ristocetin cofactor
activity.2013. Thesis (master) — Faculty of Medicina of Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2013.

The von Willebrand disease (VWD) is caused by a qualitative or quantitative deficiency of
von Willebrand Factor (VWF) and is considered the most common hereditary bleeding
disorder in the population with a prevalence of 1.1% in the general population. For its
diagnosis, several methods are used to test the ristocetin cofactor, which is widely used in
laboratories because it is considered the gold standard in assessing the function of von
Willebrand factor and to be decreased in all cases of the disease. The imported commercial
kit of lyophilized platelets is costly and expires 30 days after reconstitution if stored from 27C
to 871C. Due to the low prevalence of v WD in the population, usually there are not enough
tests to be done, making it necessary to freeze and store the plasma of these patients until
there is a minimum number of patients for testing. This study aimed to standardize a
technique as an alternative to the use of formalin-fixed platelets and to test it in healthy
subjects with suspected disease. Thus, the percentage of expressed activity was evaluated
considering the amount of agglutination induced by ristocetin proportionally related to the
concentration of VWF and the percentage of normal activity measured by an aggregometer.
The study has a preliminary character and showed to be feasible for laboratory routine, and it
is necessary not only to collect a larger sample size, but also to analyze several variables
(blood group, age, hormones, stress, use of drugs) to establish a reference value for this

technique in the population.

Key words: Ristocetin cofactor activity; von Willebrand disease; von Willebrand factor;

Formalin; Hematology; Hemostasis; Platelets.
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1.0 Introducéo
1.1 Hemostasia

A hemostasia € o0 responséavel pela manutencdo da fluidez do sangue
dentro dos vasos sanguineos, sem extravasamento, 0 que caracteriza a hemorragia,
e sem sua solidificacdo, o que caracteriza a trombose. E, portanto, um sistema de
equilibrio do organismo onde ndo ha hemorragia € nem trombose (SILVA;
HASHIMOTO, 2006). Os componentes desse processo sdo: endotélio vascular,
plaquetas, fatores de coagulacdo e outras estruturas vasculares subendoteliais
como colageno, fibronectina, laminina, cininogénio de alto peso molecular, fator de
von Willebrand e fator tecidual (BUTENAS; MANN, 2002).

Didaticamente divide-se a hemostasia em primaria e secundaria. A
resposta primaria da hemostasia esta relacionada com o endotélio vascular e as
plaguetas, pois estes resultam na formacdo do trombo plaquetario transitorio e
instavel. As proteinas da coagulacdo, os anticoagulantes naturais e o sistema de
fibrindlise estdo relacionados com a hemostasia secundaria, sendo responsaveis
pela formacéao da fibrina (FRANCO, 2004).

A resposta do sistema hemostatico a lesdes vasculares inicia-se com a
formacdo do trombo hemostético, evento que envolve tanto o endotélio vascular
como as plaquetas. Quando ocorre a lesdo vascular, o endotélio libera o Fator de
von Willebrand (FVW) que interage tanto com o coldgeno exposto quanto com as
glicoproteinas Gp lIb-llla da membrana plaquetéria, tornando-se uma ponte entre as
plaguetas e o local de lesédo. Esse processo foi denominado adesdo plaquetéaria

(RUGGERI, 2003).



16

A adesdo desencadeia a ativacdo plaquetaria, que é modulada por
agonistas, promovendo uma série de eventos citoplasméticos. Um efeito desses
eventos € a mudanca conformacional da Gp lIb-llla, que a passa ter uma afinidade
ainda maior pelo FYW. Se antes o trombo formava uma adeséao instavel, agora ja
fica estabelecido um trombo mais estavel na sua formacéao.

A agregacao plaquetéria ocorre pela interacdo da Gp llb-llla ao FVW e
principalmente ao fibrinogénio. Essas moléculas ligam-se aos complexos Gp llb-llla
de duas plaquetas, promovendo a formacdo de uma rede plaquetéria coesa
(RUGGERI, 2003).

A hemostasia priméaria € exatamente o conjunto destes dois mecanismos:
adesdo e agregacado plaquetaria. Dessa forma, os principais elementos desta fase
sao as plaquetas, os vasos e o FVW.

Simultaneamente aos processos na hemostasia primaria, a lesédo vascular
ativa o sistema de coagulacdo, que através de reacbes em cadeia envolvendo
diversos fatores de coagulacdo forma-se uma rede estavel de fibrina. Essa rede
fortalece o trombo plaquetario para que ele resista até a regeneracdo tecidual
completa.

Em 1964, Macfarlane e Davie; Ratnoff apud Franco (2004, p.740)
propuseram um modelo em “cascata” para explicar a fisiologia da coagulagcéo
sanguinea (figura 1), onde a coagulacdo ocorre por meio de uma ativacao
proteolitica sequencial de pré-enzimas por proteases no plasma, o que resultaria ha
formacdo da trombina que entdo, converte a molécula de fibrinogénio em fibrina.
Esse esquema divide a coagulacdo em duas vias: uma extrinseca — envolvendo

componentes sanguineos e elementos que ndo estdo presentes no espaco
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intravascular, e também uma via intrinseca — iniciada por elementos presentes no
espaco intravascular.

A coagulacéo é desencadeada quando ocorre a exposi¢cdo do sangue a
componentes que normalmente ndo estdo presentes no interior dos vasos. Estes
componentes sao provenientes de lesdes estruturais (leséo vascular) ou alteracdes
guimicas (citocinas). Qualquer que seja o fator desencadeante, o iniciador fisioldgico
da coagulacdo serd o fator tecidual (FT), jA que este sera exposto no espaco

intravascular (D’AMICO; VILLACA, 2006).

Figura 1: Esquema da cascata da coagulacdo. CAPM: cininogénio de alto peso molecular;
PK: pré-calicreina.

Para que nao haja uma formacéo exacerbada da fibrina, ha sistemas de
regulacdo na hemostasia, denominado sistema fibrinolitico. A fibrindlise é o
mecanismo final que contrapde ao processo de coagulacdo. E iniciada pelos
ativadores do plasminogénio, os quais convertem o plasminogénio na enzima ativa,

gue possui atividade fibrinolitica. Os ativadores do plasminogénio séo o fator tecidual
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do plasminogénio (t-PA) e o ativador tipo uroquinase do plasminogénio (u-PA)
(FRANCO, 2004).

Os dois ativadores promovem a ativacéo eficiente do plasminogénio em
plasmina, esta dudltima, cliva o fibrinogénio em fibrina, gerando produtos da
degradacdo (FRANCO, 2004). Esses produtos gerados a partir do
fibrinogénio/fibrina inibem a acdo da trombina e a polimerizagdo da fibrina
(D’AMICO; VILLACA, 2006).

Os inibidores especificos do plasminogénio (PAI) sdo os responsaveis
pela regulacdo do sistema fibrinolitico. A funcéo inibitéria realizada diretamente

sobre a plasmina é exercida pela a2-antiplasmina (a2-AP) (FRANCO, 2004).
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1.2 Historico

Em abril de 1924, uma garota das ilhas Aland foi internada no Hospital de
Deaconess em Helsink com um quadro grave de hemorragia, e por conta disso
descobriram que ela pertencia a uma grande familia onde tanto os membros homens
guanto as mulheres apresentavam episodios de sangramentos em graus variados
(VON WILLEBRAND, 1926). Esse evento levou a uma pesquisa baseada em trés
familias que apresentavam os sintomas mais marcantes, denominadas Familia S,
Familia J e E (figura 2), onde através de diversos testes laboratoriais ele concluiu
gue os Unicos exames anormais foram o tempo de sangramento (TS) e o teste de
fragilidade capilar, enquanto que a contagem de plaquetas apresentava-se normal
assim como o tempo de coagulacdo (considerado alterado nos hemofilicos). Por
conta desses achados, concluiu-se que esse distarbio era derivado de uma
disfuncédo plaquetaria e de lesbes nas paredes dos vasos sanguineos (KASPER,

2004).

Figura 2: Esquema das Familias S, J e E (Willebrand,1926)
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Familia S

A senhora Augusta S teve episédios de sangramento nasal durante toda a
sua juventude, mas ndo mais apoOs a fase adulta. O senhor Oscar S ndo possuia
nenhum de seus pais com um histérico positivo, porém sua irma Berta E, e alguns
de seus filhos possuiam uma grande facilidade para o sangramento (VON
WILLEBRAND, 1926).

O casal teve 11 filhos:

e Duas filhas morreram por hemorragia intestinal;

Trés filhos sao considerados saudaveis;

Trés filhos possuiam episddios frequentes de epistaxe;

Dois filhos possuiam quadros graves de sangramento;

Um filho natimorto.

Familia J
O senhor Karl J com 70 anos era saudavel e ndo possuia pais com casos
de sangramento. Porém, sua esposa Apollonia J teve um sangramento prolongado
ap6s o nascimento dos seus filhos e teve sua mae falecida devido a uma severa
hemorragia pos-parto (VON WILLEBRAND, 1926)
Eles tiveram 11 filhos:
e Cinco filhos com episddios leves de sangramento;
¢ Dois filhos morreram de causas nao relacionadas a hemorragia;

e Quatro filhos saudaveis.
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Familia E
A senhora Berta E (irm& do senhor S) possuia grande tendéncia ao
sangramento nasal e o seu marido o senhor E era considerado saudavel (VON
WILLEBRAND, 1926)
Eles tiveram seis filhos:
e Dois filhos saudaveis;

e Quatro filhos com episédios esporadicos de sangramento nasal.

Através da analise dessas familias Erik von Willebrand reconheceu essa
doenca sendo de carater hereditario autossémico dominante e mesmo afetando os
dois sexos chamou de “pseudo-hemofilia hereditaria”. Ele concluiu que na hemofilia
as filhas de hemofilicos ndo apresentavam sinais de sangramento, mas podiam
conceber filhos hemofilicos (HOLMERG, 1992). De forma semelhante, o disturbio
estudado por von Willebrand também poderia ser passado tanto de mée
assintomatica quanto de sintomatica, definindo dessa forma, que ndo haveria uma
dependéncia com o sexo em relacdo a transmissdo genética (NICHOLS et. al.,
1997).

Nilsson et al. (1956) trabalharam no desenvolvimento de um método de
purificagdo do fibrinogénio humano, tratando a fracdo | de Cohn com uma solucdo
de glicina. Quando se descobriu que a atividade do Fator VIII poderia ser recuperada
em uma fragcdo (denominada fracdo I-0), inimeros testes foram feitos buscando a
purificacdo em condicbes de esterilidade, para que dessa forma fossem realizados
testes em pacientes que apresentavam tempo de sangramento alterado e deficiéncia
na atividade do Fator VIII (NILSSON et. al., 1956). Nilsson et al. (1959) observou

gue a atividade do FVIII aumentava nas primeiras vinte e quatro horas apds a
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infuséo da fracdo I-0, o que ndo ocorreu quando administrado em hemofilicos. Além
disso, foram preparadas fragdes I-0 de plasma de hemofilicos que ndo so corrigiram
o tempo prolongado de sangramento como também a atividade do FVIII. Esse
achado indicava que tanto o TS prolongado quanto a atividade do FVIII eram
derivados de uma deficiéncia de fator plasmatico (Fator de Von Willebrand) presente
tanto em plasma de pacientes normais quanto de hemofilicos (HOLMBERG, 1992).

Porém, no comec¢o ndo se imaginava como um fator plasmatico poderia
alterar tanto a hemostasia priméaria e o tempo de sangramento. Borchgrevink (1960)
encontrou uma diminuicdo na adesdo plaquetaria in vivo em pacientes com a
doenca de von Willebrand e Salzman (1963) demonstrou a mesma situagao in vitro.
E foi justamente na administracdo de plasma normal, plasma de hemofilicos e mais
um concentrado de FVIII que houve a correcdo na adeséo plaquetaria e no tempo de
sangramento.

Devido a todos esses achados o préximo passo na elucidacao da doenca
de von Willebrand com certeza seria 0 isolamento e caracterizacdo desse fator
plasmatico. Em meados de 1970, foi possivel a preparacdo de um FVIII altamente
purificado através de cromatografia em gel de agarose, e a partir disso, concluiu-se
gue ela era uma grande macroglobulina. Stites et al.(1970) e Zimmerman et al.
(1971) conseguiram produzir anticorpos contra essa macroglobulina e através de
analises imunoldgicas foi demonstrado que pacientes com hemofilia A apresentavam
essa proteina inativa no plasma, enquanto que a maioria dos pacientes com a
doenca de von Willebrand possuiam muito pouco ou quase nada dessa proteina,
denominada “proteina relacionada ao Fator VIII", que mais tarde foi confirmada

como sendo o Fator de von Willebrand, que hoje sabemos que é uma molécula
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distinta do Fator VI, mas forma em conjunto com este um complexo plasmatico
dissociavel (HOLMBERG, 1992).
1.3 Fator de von Willebrand

O gene do fator de von Willebrand esta localizado no braco curto do
cromossomo 12 (RUGGERI, 2003) e contém 178 kilobases. O FVW dentro da célula
€ composto por um peptidio de sinalizagdo e um propeptidio que séo codificados por
80 kilobases, e mais uma subunidade madura codificada pelo restante (figura 3)
(KASPER, 2004).

O FvW é composto por uma estrutura com multiplos dominios (figura 3)
fundamental para a sua funcdo e possui a sua biossintese restrita as células
endoteliais e aos megacariocitos. No processo de sintese a molécula inicia-se como
uma pré-proteina, onde o peptidio de sinalizacdo é removido durante sua
translocacdo para o reticulo endoplasmatico (ER). Nessa organela sdo formados
dimeros através de ligacGes dissulfidicas entre os dominios C-terminal cystine knot
(CK) (SPRINGER, 2011). Ap6s o transporte da molécula para o complexo de Golgi,
os dimeros ligam-se através de mais pontes dissulfidicas formando os multimeros

(SADLER, 2005).

Figura 3: O fator de von Willebrand consiste de um peptideo de sinal, um
propeptideo e sua porcdo madura. O coldgeno se liga a dois dominios: Al e A3. A Gplb liga-
se ao dominio Al, a Gpllb/llla liga-se ao dominio C1 e o FVIII liga-se ao dominio D’ e D3.
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O fator de von Willebrand maduro passou por diversos processos de
glicosilagcéo, sulfatacdo, multimerizacdo e protedlise para que fosse armazenado
dentro dos corpusculos de Weibel-Palade nas células endoteliais e nos Granulos
alfa presentes nos megacariocitos e plaquetas, de onde sdo secretados de forma
constitutiva ou regulada por horménios, drogas (DDAVP), fibrina, trombina, calcio
ibnico e fatores externos. Os niveis do fator de von Willebrand podem aumentar por
influéncias ambientais: adrenalina liberada apds exercicios intensos ou estresse,
condi¢cdes inflamatorias, doencas graves do figado, altos niveis de hormdnios
tireoidianos, altos niveis de progesterona e estrégeno na gravidez. Da mesma forma,
fatores genéticos influenciam na concentragcdo do FvW, as pessoas do grupo
sanguineo A e B possuem niveis maiores do que os individuos do grupo O, assim
como, as negros descendentes de africanos possuem niveis mais altos do que os
caucasianos (KASPER, 2004).

O fator de von Willebrand secretado na corrente sanguinea ter4 duas
fungdes: funcdo de ligagéo ao Fator VIII, formando um complexo que estabiliza esse
fator na circulacéo, prevenindo sua protedlise plasmatica e adesdo plaguetaria na
injaria vascular, formando uma ponte através do complexo plaquetario de

glicoproteina Gp Ib-1X-V e o colageno subendotelial (RUGGERI, 1993) (Figura 4).

Figura 4: Funcdes do Fator de von Willebrand: (1) Atua como carreador do Fator VI,
protegendo-o da degradacéo proteolitica; (2) Essencial na ligacdo das plaquetas com o colageno do
subendotélio vascular através do complexo Gp-lb-1X-V.
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No plasma o FVW possui uma vida média de 12 a 20 horas (Menache,
1996) e é regulado através de uma metaloprotease ADAMTS-13 (a disintegrin-like
and metalloprotease with trombospondin type 1 motifs) que cliva os multimeros em
pedacos menores de 176 kDa e 140 kDa, que limita a formacdo do trombo

plaquetéario (SADLER, 2005).
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2.0 Doenga de von Willebrand.

A doenca de von Willebrand € uma doenca qualitativa ou quantitativa do
FVW e é considerada a coagulopatia hereditaria mais prevalente em humanos,
sendo de 3 a 4 por 100.000, ou seja, 1,1% da populacédo. Porém, a estimativa dessa
prevaléncia se torna dificil devido a sua expressividade variavel e a sua baixa
penetrancia. (TOSSETTO et. al., 2007).

2.1 Classificacao da Doenca de von Willebrand.

A classificacdo € baseada nos critérios desenvolvidos pelo subcomité da
ISTH (International Society on Thrombosis andHaemostasis), e foi criada para ser
clinicamente relevante em relacdo ao diagndstico e tratamento do paciente com
DvW (SADLER, 1994).

A doenca de von Willebrand foi classificada em trés grandes grupos:
deficiéncia parcial (tipo 1), deficiéncias qualitativas (tipo 2) e total deficiéncia
guantitativa (tipo 3). O tipo 2 ainda foi divido em quatro variantes (2A, 2B, 2M e 2N)
com base nos dados fenotipicos.
21.1Tipo 1

Caracterizado por ser transmitido com trago autossémico dominante onde
guase 75% de todos 0s pacientes sintomaticos enquadram-se nessa categoria e
estd relacionada a uma deficiéncia parcial do FvW, conservando a sua
funcionalidade mas podendo afetar os multimeros de todos os tamanhos (Kasper,
2005). Os pacientes com o tipo 1 caracterizam-se por possuirem sintomas brandos
da doenca, niveis baixos do FVW, tempo de sangramento normal ou pouco alterado
e baixos niveis de FVYW:Ag (concentracdo da proteina FvW), FYW:RCo (testes de

funcionalidade do FvW) e FVIII.
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As mutacdes dominantes geralmente sdo de alta penetrancia e mais
severas, podendo alterar o processo de transporte intracelular dos dimeros proFvW
(BODO, 2001) ou aumentando a taxa de protedlise do FvW da circulagéo
(GRAVAZOVA, 2002).

A definicdo de um diagndstico para o tipo 1 é considerado dificil pois um
paciente pode ser assintomatico e com exames laboratoriais normais enquanto que
outros podem possuir sintomas leves a moderados com alguns dos exames
alterados (KASPER, 2005). Para uma definicAo mais precisa o estudo requer a
analise de alguns critérios: historico familiar, histérico de sangramentos e niveis
baixos ou normais do fato de von Willebrand (FEDERICI, 1999), obviamente
devemos em levar em consideracdo que episodios raros de sangramento Sao
comuns na populacdo, e que os niveis do FYW podem ser alterados por fatores
ambientais e genéticos, como o tipo sanguineo onde o grupo O possui praticamente
30% menos FVYW do que os outros grupos. (KASPER, 2005).

2.1.2 Tipo 2

Este tipo € caracterizado como uma deficiéncia qualitativa do FvW, onde
€ transmitido como tragco autossémico dominante ou recessivo e faz parte de quase
20 a 30% de todos os diagnésticos da doenca de von Willebrand (HOLMBERG,
1985). Os seus subtipos 2A, 2B, 2M e 2N sao assim classificados de acordo com o
sitio funcional onde se encontra a anormalidade (figura 2).

O tipo 2A é a variante qualitativa mais comum dentre todos o0s
diagndsticos da DVW e esta relacionada a defeitos no dominio A2 e ocasionalmente
em Al do gene do FYW (KASPER, 2005). Seus defeitos qualitativos podem ser
originados de mutacbes que impedem a montagem ou secrecdo do FVW

ocasionando auséncia dos multimeros de alto e intermediario peso molecular, ou
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podem estar relacionados a montagem de multimeros deficientes que aumentam a
sua protedlise plasmética pela ADAMTS13, fazendo com que somente o0s
multimeros de baixo peso molecular circulem no plasma (O’'BRIEN et. al., 2005).

Por conta da reducdo/auséncia desses multimeros o tipo 2A possui uma
diminuicdo da capacidade de ligacdo com a Gplb plaquetaria, isso reflete em um
baixo cofator da ristocetina (FVW:RCo) e ligagdo ao colageno (FVW:CB), um ausente
ou diminuicdo no exame RIPA (ristocetin induced platelet agregation) e um tempo de
sangramento prolongado (TS). Em contrapartida, a mensuragdo do FVW:Ag esta
apenas levemente reduzida e a dosagem do FVIII esta similar ao FVW:Ag, ja que a
presenca de multimeros de baixo peso molecular conseguem se ligar normalmente
ao fator VIII. (RUGGERI, 1980).

O tipo 2B € uma doenca de heranca autossémica dominante e participa
de menos de 20% de todos os diagnosticos do tipo 2. E caracterizado por mutacées
na regido Al que contém o dominio responsavel pela ligacdo a Gplb plaquetaria,
resultando em ganho de fung¢éo, em outras palavras, ha um aumento pela afinidade
do FVW pela glicoproteina ocasionando muitas vezes em uma plaquetopenia, que
pode se acentuar em momentos de exercicio fisico, estresse, gravidez ou idade
avancada (GINSBURG, 1997).

Os exames laboratoriais se assemelham em muito ao tipo 2A, com tempo
de sangramento prolongado, niveis do Fator VIII e FVW:Ag baixos ou normais, baixo
FVW:Rco, porém ha uma resposta exagerada no teste de agregacdo plaquetaria
com baixas doses de ristocetina, e é justamente o RIPA que é utilizado como exame
diferencial entre os tipos 2A e 2B. (Brasil, ministério da saude, 2008).

O tipo 2M ¢é caracterizado por diminuicdo na funcdo plaquetaria

dependente do FVW. Porém, diferente do tipo 2A onde ha auséncia/reducdo dos
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multimeros de intermediério e alto peso molecular, no tipo 2M temos a presenca de
todos os multimeros (SADLER, 1995). Nesse caso, a perda de fungéo esta ligada a
mutacdes na regido Al, dominio de ligacdo da Gplb plaquetéria, levando ao prejuizo
no pareamento entre plaquetas e o FvW (MEYER, 2009).

O tipo 2N possui um tipo de heranca autossbmica recessiva e €
caracterizado por niveis normais de FVW:Ag e FVW:Rco, presenca de todos os
multimeros e niveis plasmaticos baixos do FVIII (FEDERICI, 1999). Isso ocorre
porque além do FVW promover a biossintese e secrecdo do FVIII em condicdes
normais, ele ainda preveni sua degradacdo plasmatica pela proteina C ativada
(KAUFMAN, 1992) e é justamente isso que esta prejudicado. Nesse subtipo, temos
diversas mutacdes nos dominios D'e D3 que alteram o sitio de ligacdo com o FVIII,
prejudicando a sua ligacdo ao FVW.

E muito comum que haja confusdo em relacéo a hemofilia A, porém hoje
sabemos que ela possui uma heranca ligada ao cromossomo X, enquanto que o tipo
2N é autossOmica recessiva. Além disso, podemos utilizar a dosagem do FVW:FVIII
como exame diferencial. (EWESTEIN, 1997).

2.1.3 Tipo 3

E a forma mais grave da doenca e apresenta um padrdo de heranca
autossbmico recessivo, onde sua prevaléncia gira em torno de 0,5 a 5 casos por
milhdo. Quase 90 mutacdes distintas estdo associadas ao fenotipo do tipo 3,
espalhadas por todo o gene do FvW, alterando completamente a sintese dos

multimeros ou a sua montagem. (MEYER, 2009).
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2.1.4 Sindrome de von Willebrand adquirida

Essa sindrome estéd relacionada a defeitos na concentracdo do FvW,
estrutura ou funcdo, porém sem estarem relacionadas a uma heranga genética.
Assemelha-se muito com a prépria doenca de von Willebrand nos achados
laboratoriais: valores alterados de FVW:Ag, FVW:Rco ou FVIII, mas é causada por
mecanismos distintos: (1)de forma autoimune had um aumento na depuragdo ou
inibicdo do FVW; (2) aumento da ligagcdo do FVW as plaquetas ou as superficies
celulares e (3) aumento induzido na protedlise do FVW ( FEDERECI, 2000).
2.1.5 Pseudo-DvW

MutacBes no gene da glicoproteina Gplb resulta no aumento de afinidade
com os multimeros de alto peso molecular do FVYW levando a uma determinada
semelhanca com o tipo 2B. Nos testes laboratoriais, 0 pseudo-DvW se apresenta
com TS prolongado, niveis normais de FVYW:Ag e FVIII, niveis baixos de FVW:Rco,
plaguetopenia e aumento na agregacdo plaquetaria em presenca de baixas
concentracgdes de ristocetina (RIPA) (KASPER, 2005). Por conta disso, o diagnéstico
diferencial se torna dificil de ser realizado, mas se adicionarmos o FVW purificado
com um PRP do paciente com Pseudo-DvW em um agregdbmetro, havera agregacao
plaquetéria, diferente do observado em pacientes com DvW do tipo 2B (FEDERICI,

1995).
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Tabela 1: Classifica¢éo da Doenga de von Willebrand

Tipo Descricao
1 Deficiéncia quantitativa parcial do FvW
2 Defeitos qualitativos do FvW
2A Auséncia/Reducdo dos multimeros de alto

peso molecular, que levam a diminuicdo da
adesdo da Gplb plaquetéria ao FVW.

2B Aumento na afinidade do FvW com a Gplb

2M Presenca de todos os multimeros, com
diminuigcdo na adeséo plaguetéaria ao FVW.

2N Diminui¢é@o na afinidade pelo FVIII

3 Auséncia do FvW

Adaptado: Sadler et. al, 2006

3.0 Diagnostico Clinico da Doenga

O diagndstico da doenca de von Willebrand € um caminho longo a ser
percorrido, pois assim como foi descrito, h& pacientes assintométicos que
provavelmente nunca saberdo da doenca e outros nos casos mais graves que
morrem sem um diagndstico concreto. Para isso foram estabelecidos caminhos por
onde o diagndstico se torna mais preciso e rapido, basicamente ele baseia-se em
trés condigbes: (1) histérico pessoal de sangramentos cutdneos ou mucosos; (2)
histérico familiar e (3)exames laboratoriais que sugerem uma deficiéncia qualitativa
ou gquantitativa do FVW (figura 5).

O primeiro passo € sem duavida analisar o historico pessoal de
sangramento em conjunto com o histérico familiar e para isso padronizou-se

diversos questionarios para que dessa maneira fosse possivel analisar de prontidao
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a espontaneidade, a gravidade, os locais, duragdo, a facilidade com que o

sangramento pode ser parado com intervencdo e se hi uso concomitante de drogas

gque alteram a hemostasia.

As manifestagfes clinicas mais comuns Sdo equimoses aos menores

traumas, epistaxes, gengivorragia e no sexo feminino, menorragia (tabela 2). Porém

analisar os menores sintomas pode ser complicado, porque até pequenos e raros

episddios de sangramentos sdo eventos considerados normais dentro da populacao

saudavel.

“De acordo com a Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia

(ISTH), os eventos hemorragicos que podem sugerir a presenca da DvW, sao:

Epistaxe prolongada sem historia de trauma prévio, que ndo cessa
ap6s 20 minutos de compressdo ou que leva a anemia ou que
requer transfusdo sanguinea.

Sangramentos cutdneos ou equimoses que surgem apos
traumatismo minimo ou mesmo sem trauma aparente, ou que
necessita de intervencdo médica.

Sangramento prolongado em ferimentos cortantes, com duracao
igual ou superior a 15 minutos, que necessitam de intervencgéo
médica.

Sangramento oral, como gengivorragia, que necessitam de
intervencao medica.

Hemorragia gastrointestinal, que requer avaliagdo médica ou que
causa anemia, aguda ou crénica, nao explicada por lesao local.

Sangramento prolongado decorrente de exodontia ou cirurgia.
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e Menorragia ndo associada a problemas uterinos; ou produz
anemia, ou necessita de intervencdo médica.
e Sangramento prolongado de outras superficies cutaneas ou
mucosas, que necessita de tratamento médico” (Manual..., 2008,
p.17-18).
A anadlise de sintomas e historicos sao suficientes apenas como fator de
triagem inicial, no entanto, para realizar um diagnéstico completo é necessario a

execucao de diversos exames laboratoriais que ira complementar todo esses dados.

PROPORCIONAL DISCREPANTE
0.Tal2 18

]
EXH

FvW plaquetario

Fator VIII FvW:Ag
,—'—| Anilise multimeros
n de alto peso
PROP?EI:?IOI\-‘\I- molecular
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l

Enzaio de ligacio
ao fator VIII

Figura 5: Guia para diagnéstico da Doenca de von Willebrand. Adaptado: Federici,

1999.
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3.1 Diagnastico laboratorial

Apesar dos inumeros exames disponiveis, dois podem ser utilizados para
distinguir entre os casos leves/moderados dos casos graves da doenca, o tempo de
sangramento (TS) e o tempo de tromboplastina parcialmente ativado (TTPA). No
entanto, para uma investigagdo mais apurada dos outros tipos e subtipos a analise
requer a utilizacdo de exames confirmatorios como: a mensuracdo da proteina no
plasma (FVW:Ag), a funcdo do FVW na presenca de ristocetina (FVW:Rco),
agregacao plaquetaria em funcdo de concentracdes distintas de ristocetina (RIPA),
analise multimérica, dosagem do FVIII, e analise da capacidade de ligacdo do fator
VIIl com o FYW (FYW:FVIII)(KASPER, 2005).
3.1.1 Tempo de Sangramento

E um exame insensivel e ndo especifico, mas que analisa bem a
hemostasia primaria. No caso da DvVW ele pode estar normal ou alterado uma vez
gue o TS é dependente do FVW intra-plaquetario, mas sofre grande influéncia de
diversos fatores como o uso de AAS (&cido acetilsalicilico) e antiinflamatoérios néo-
hormonais (EWESTEIN, 1997).
3.1.2 FVYW:Ag

E um imunoensaio que quantifica a concentragdo do FVW no plasma
através da técnica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), através da
aplicacao de anticorpos especificos contra o FVW no plasma. (LAMME, 1985).

Os pacientes com a DvW com os tipos 1 possuem valores baixos de
FVW:Ag, os do tipo 3 apresentam quase nulos, engquanto que 0s pacientes dos tipo

2 possuem valores normais ou limitrofes.
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3.1.3 Fator VIII

O FYW desempenha papel fundamental na regulacdo da biossintese,
secrec¢do, transporte e protecdo dos agentes de protedlise plasmatica. Por conta
disso, os niveis do FVIII geralmente andam em paralelo com os encontrados para o
FVW:Ag. Somente no caso 2N percebemos que a relacdo FVIII/FVW:Ag esta
diminuida devido aos defeitos na ligagdo com o FVIII.(EWESTEIN, 1997).

3.1.4 Agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina

Esse exame vai avaliar a afinidade do FvW pelas plaguetas e para a sua
realizacdo sao necessarios dois componentes basicos: plasma rico em plaquetas
(PRP) e ristocetina em concentragdes distintas. A diluicho que possui a maior
concentracdo de ristocetina é aquela que sempre ird causar agregacao plaquetéaria
em uma amostra normal de plasma rico em plaquetas, e a de menor concentracéo &
aquela que geralmente ndo causa agregacdo, com excecdo do subtipo 2B que
poSsui uma resposta exagerada a ristocetina. (KASPER, 2005)

Uma outra forma de utilizar esse teste € a utilizacdo de concentracdes
distintas de ristocetina a fim de localizar a menor concentragdo que causa alguma
agregacdao plaquetéria.

A RIPA apresenta-se normal ou discretamente reduzida no tipol, mas no
2A a RIPA esta diminuida (hipoagregante), ou seja, € necessario concentracoes
maiores de ristocetina para induzir uma agregacdo plaquetaria. No entanto, no
subtipo 2B e no pseudo-DvW ha aumento na agregacdo plaquetaria mesmo em
baixas concentracbes de ristocetina, justamente por estar relacionada ao ganho de

funcdo (EWESTEIN, 1997).
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3.1.5 Analise multimérica
A andlise da estrutura do FvW, através da eletroforese em gel de
agarose, permite com que visualizemos a migracdo dos diversos multimeros de
acordo com seu peso molecular. Esse exame da uma clara nogéo entre os tipos e
subtipos da doenca (figura 6).
e Tipo 1: presenca de todos os multimeros, porém em quantidades
reduzidas.
e Tipo 2: auséncia dos grande multimeros, exceto no subtipo 2M,
gue apresenta um padrao semelhante ao tipo 1.

e Tipo 3: reducdo importante ou auséncia dos multimeros do FvW.

! . - -—
—
e~
- -
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Netmal Tipe 2 lipe2 Noemal Nermad

Figura 6: Os multimeros de alto peso molecular sédo visualizados na parte superior do gel
(setas largas). Estes se encontram ausentes nos dois casos da DvVW do tipo 2 (setas finas) e no
tipo ha uma diminuigcdo de todos os multimeros.

3.1.6 Atividade do cofator de ristocetina (FVW:Rco)

A determinacédo do FVW:Rco é utilizada basicamente para se determinar a
habilidade de interacdo do FVW com a glicoproteina GPIb de plaguetas normais, e
ainda é o padréo ouro utilizado para mensurar a fungcdo do FVW, estando diminuido
em todos os casos da Dvw. Esse método baseia-se no principio de que a ristocetina
causa agregacao plaquetaria na presenca do FVW e utiliza-se de plaquetas fixadas

em formalina, diluicdes do plasma do paciente presenca do FVW (FEDERICI, 1999).
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4.0 Tratamento

O tratamento da DvW tem como objetivo aumentar as concentragbes
plasmaticas do FVW quando estiver ocorrendo manifestacdes hemorragicas ou
antes de procedimentos invasivos. Dessa forma, aumentamos ndo sO a adesao e
agregacao plaquetaria que dependem dos multimeros de alto peso molecular, mas
também os baixos niveis do FVIII, qgue necessita da proteina de von Willebrand
como transportadora (RODEGHIERO et. al., 2009)

4.1 Medidas locais

A compressao prolongada (5-10min) pode ser muito util em casos de
pequenas lesoes.

4.2 Desmopressina (DDAVP)

A desmopressina (1-deamino-8-D-arginina vasopressina ou DDAVP) € um
analogo sintético da vasopressina (hormoénio antidiurético) que estimula a secrec¢ao
do FVW das células endoteliais e leva ao aumento concomitante do FVIII (Holmberg,
1992).

Essa alternativa de tratamento geralmente é utilizada para pacientes com
o tipo 1 da doenga e se torna muito efetiva porque, ha moléculas intactas do FVYW
dentro das células endoteliais e 0 DDAVP vai estimular exatamente essa secrec¢ao.
Nos subtipo 2 A hd aumento do FVIII, porém sem alterar o TS, no subtipo 2M a
resposta é variavel e no subtipo 2N ha um incremento na concentracéo do FVIII. O
subtipo 2B e o tipo 3 sdo 0s Unicos casos onde esse tratamento ndo € utilizado, no
primeiro porque o DDAVP pode causar uma plaguetopenia transitéria e no segundo

caso porque nao ha resposta ao tratamento (MEYER, 2009).
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4.3 Tratamento de reposi¢cao com concentrado de fator.

Esse tipo de tratamento somente € indicado nos casos onde ndo ha
resposta ao tratamento do DDAVP ou quando os niveis de FVYW nao atingem uma
concentragao satisfatoria.

Normalmente pacientes com o tipo 2 e o tipo 3 sd0 0S que necessitam
mais desse tipo de tratamento, e acabam recebendo o pool com concentrados dos
FvW e FVIII, com correcdo nos niveis plasméaticos do FVIII, normalizacdo do tempo
de sangramento e diminuicdo do sangramento derivado da DvW (FEDERICI, 1999).

Assim a doenca de von Willebrand é, das doencas hemorragicas
hereditarias, a mais prevalente, chegando até a um caso para cada 100 habitantes.
N&o obstante, ainda é bastante sub-diagnosticada em nosso meio, devido a varios
fatores, tais como: desconhecimento da doenca e das suas apresentacdes clinicas
pelos profissionais da saude, indisponibilidade de testes laboratoriais diagnésticos e

dificuldades técnicas para a realizacao destes testes.
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5.0 Objetivo
e Desenvolver a técnica de fixacdo de plaquetas em formalina para
a realizacao do teste de cofator de ristocetina.
e Testes da metodologia in house em plasma de individuos normais

e individuos com suspeita da DvW.
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6.0 Materiais e Metédos

A atividade do cofator de ristocetina € 0 exame padrao ouro na avaliacdo
da funcdo do Fator de von Willebrand, e por conta disso € amplamente utilizado na
rotina laboratorial na investigacdo da Doenca de von Willebrand, uma vez que, o
FvW:Rco sempre estara diminuido nos casos da doenga.

A rotina laboratorial utiliza o agregdmetro Aggram da Helena laboratories
e o kit especifico para andlise da atividade do cofator da ristocetina. O kit mede a
capacidade do plasma do paciente em aglutinar plaquetas fixadas em formalina na
presenca da ristocetina. O montante de aglutinacdo induzida pela ristocetina
relaciona-se com a concentracdo do FVW e do percentual de atividade normal que

pode ser medido através do agregbmetro (BUDDE, 2002).

Nesse método utilizamos:
e Plaguetas liofilizadas;
e Plasma referéncia;
e Salina tris-tamponada
e Cofator ristocetina plasma controle anormal

¢ Ristocetina 10 mg/mi
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6.1 Procedimento
6.1.1 Obtencéo da amostra

Tudo de polipropileno com tampa rosqueavel e graduado contendo 9
partes de sangue para 1 parte de anticoagulante (citrato de sodio, 3,8%).

Centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos, para obtencdo do plasma
pobre em plaquetas. Separar o sobrenadante com pipeta plastica Pasteur, aspirando
apenas ¥ do sobrenadante. Pode ser utilizado plasma congelado.

Na realizagdo de uma curva padrao (referéncia) o aparelho solicita alguns
dados, como: nome da curva, numero do lote, no valor de referéncia colocar o
estipulado na bula para o0 SARP (plasma padrao de referéncia) para o kit Helena.

Preparo da curva padrao:

Diluir o plasma de referéncia em tampao tris salina, como segue:

Tubo Diluicdo Plasma Tampao tris Atividade atual
referéncia (ul) (uh) %
1 1:2 100 100 50
1:4 100 300 25
1:8 100 700 12,5

Diluir o plasma teste e o plasma controle como segue:

Tubo Dilucéo Plasma Tampéo tris Atividade atual
referéncia (ul)  (pl) %

1 1:2 100 100 50

2 1:4 100 300 25

Preparo do blank de agregacéao:
Pipetar 250 ul de tampéo tris-salina em uma cubeta de ensaio com
agitador magnético. Este branco serve para ajustar em 100% a transmissao do

agregdémetro.
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6.1.2 Realizacdo do ensaio

Ajustar o agregbmetro em 100% com o blank de agregacéo.

Pipetar 400 ul de suspenséao de plaguetas e 50 pl de ristocetina em uma
cubeta de ensaio.

Incubar por 3 minutos.

Colocar um agitador magnético na cubeta incubada e coloque no canal
apropriado do agregdbmetro. Adicionar 50 ul da amostra de plasma diluida como
indicado acima e deixe agregar por 5 minutos.

Repetir os passos de 1 a 5 com cada diluicdo de plasma.

As determinacdes dos valores de SLOPE maximo de aglutinacdo séo
realizadas automaticamente pelo agregdmetro, baseados no tracado de uma curva
referéncia obrigatoria.

Os resultados sdo dados em porcentagem e o valor de referéncia para o

kit & de 58-160%.

6.1.3 Preparacdo das plaquetas fixadas em formaldeido (técnica in house)

(DIAGNOSIS..., 2010, p.59-62)

e Coletar o sangue em ACD ou utilizar 1 a 2 bolsas de concentrado
de plaquetas (dentro do prazo de validade).

e Centrifugar o concentrado de plaquetas a 1500 g por um minuto a
temperatura ambiente para retirada de hemacias contaminantes da
bolsa.

e Centrifugar o concentrado durante 15 minutos, 1500g a

temperatura ambiente.
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tentar retira-las.
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Durante o tempo de centrifugacdo, preparar os tampdes de
lavagem | e .

Descartar o sobrenadante utilizando bomba de vacuo e
ressuspender as plaguetas (sem formacéo de bolhas) no tampéo
de lavagem do tipo | (30 ml) e manter a 37°C por 10 minutos.
Centrifugar as plaquetas incubadas no tampéao de lavagem do tipo
| por 15 minutos a 1500 g a 37°C.

Descartar o sobrenadante e ressuspender o botdo plaquetario no

tampéo de lavagem do tipo Il (20 ml).

: Caso o botdo plaquetéario ainda estiver contaminado com heméacias

Incubar por 10 minutos a 37°C.

Enquanto as plaquetas estiverem incubadas, preparar a solucao de
formaldeido a 2% em tampéao Plain Tyrode.

Adicionar 20 ml de formaldeido 2% apds os 10 minutos de
incubacédo das plaquetas ressuspensas no tampéao de lavagem do
tipo Il

Incubar a mistura por 60 minutos a 37°C (Obs.: Certificar-se se o
nivel de agua do banho-maria cobre todo o volume da mistura).
Apbés o tempo de incubacdo, deixar em geladeira até o dia
seguinte.

O conteldo é transferido para dois tubos de 20 ml e se apés o dia
seguinte houver sedimentacdo de hemacias, tentar despreza-las
com o auxilio de ponteira plastica.

Completar com Tampao Plain Tyrode até 50 ml.
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Centrifugar por 15 minutos a 1500 g a temperatura ambiente.
Desprezar o sobrenadante e ressuspender em 50 ml de Tampéao
Plain Tyrode (PT).

Centrifugar a 1500 g por 15 minutos a temperatura ambiente.
Desprezar o sobrenadante e ressuspender as plaquetas em 50 ml
de PT.

Centrifugar a 1500 g por 15 minutos a temperatura ambiente.
Desprezar o sobrenadante e ressuspender em 10 ml de PT (1
bolsa) ou 20 ml (2 bolsas).

Homogeneizar e fazer contagem de plaquetas (2 bolsas devem
conter entre 2.500.000 a 3.000.000/mm?).

Adicionar azida sodica 10% na proporcdo de 10 pl para cada
mililitro de suspenséo de plaquetas.

Essa preparacao € estavel por 2 meses a 4°C e quando utilizada
deve ser lavada com PT a fim de remover a azida sodica. As
plaquetas devem ser diluidas a 280.000/mm? para a execucgédo do

teste.
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7.0 Resultados e Discussao

Os resultados do teste de cofator de ristocetina foram avaliados
considerando o resultado como a porcentagem de atividade expressa para cada
individuo, que foi lida contra uma curva-padrao realizada para a leitura dos testes.

Foram avaliados individuos considerados saudaveis e que nao utilizavam

medicamentos no momento da avaliagao:

Tabela 2: FvW:Rco em individuos saudaveis

Individuos Atividade Fvw:Rco %

Pool 86,135

1 90,730

2 67,405

3 52,010

4 48,990

5 62,540
Média 67,968
Desvio-padréo 19,088

E individuos com suspeita da Doencga de von Willebrand:

Tabela 3: FvW:Rco em individuos com suspeita da DvW.

Pacientes Atividade Fvw:Rco %
1 65,500
2 73,900
3 53,900
4 59,100
Média 63,100

Desvio-padréo 8,622
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O teste do cofator da ristocetina € o exame considerado padrao-ouro na
andlise da fungéo do Fator de von Willebrand e esta diminuido em todos os tipos da
doenca. Por conta disso, € amplamente utilizado na rotina laboratorial apesar de
muitas vezes ser de dificil avaliagdo, devido a diversos fatores que alteram a
concentragdo plasmatica do FVW.

O kit comercial de plaquetas liofilizadas é importado, de elevado custo e
possui uma validade de 30 dias apds sua reconstituicdo se conservado de 2°C a
8°C. Devido a baixa prevaléncia da DvW na populacdo, muitas vezes ndo ha uma
grande quantidade de exames a serem realizados, fazendo com que os plasmas
desses pacientes sejam congelados e armazenados até o momento onde apareca
um numero minimo de pacientes.

O presente estudo pretende criar uma alternativa na utilizacdo de
plaguetas fixadas em formalina para a execucao do teste da atividade do cofator da
ristocetina. Isso levaria primeiramente a dois beneficios: a rotina, pois ndo seria
necessario o acumulo de plasma de pacientes, e as pessoas, levando agilidade no
diagndstico e inicio do tratamento.

Os testes do FvW:Rco com plaguetas fixadas em formalina foram
inicialmente realizados com o objetivo de descrever a eficiéncia do método in house
em comparacdo com kit comercial e apresentou-se em resultados abaixo do
esperado verificando como valor de referéncia do kit comercial (58% - 160%), no
entanto devemos considerar alguns itens:

- Nao podemos comparar os resultados das plaquetas in house com o kit
comercial. Para isso, é necessario que facamos um estudo de populacdo para

determinar o nosso valor de referéncia;
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- Devemos avaliar em um segundo momento fatores que podem interferir
na concentracdo do FVW plasméatico, como: grupo ABO (pacientes do grupo O
possuem uma concentracdo 30% menor de FVW do que oS outros grupos
sanguineos), etnia, idade, uso de medicamentos, estresse e periodo menstrual nas
mulheres (KASPER, 2004).

- Devido a baixa prevaléncia, nosso estudo ndo obteve o numero
necessario de pacientes para uma avaliacdo mais detalhada.

A doenca de von Willebrand é o transtorno hemorragico mais frequente,
com uma prevaléncia estimada em torno de 1,1% da populacdo geral (TOSSETTO
et. al., 2007).

No Brasil, de acordo com dados do Registro Nacional de Pacientes com
coagulopatias hereditarias até o final do ano de 2007 havia 2270 casos de DvW
diagnosticados (Brasil, ministério da saude, 2008). Esses dados justificam o
pequeno numero de pacientes que fizeram parte desse estudo, pois o periodo de

realizag&o do teste foi curto.
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8.0 Conclusbes

Os resultados do presente estudo permitem as seguintes conclusdes:

- A metodologia é viavel para a utilizagdo na rotina laboratorial, pois com
ela o paciente poderia realizar o exame no mesmo dia da coleta, recebendo o
resultado em até dois dias.

- Novos estudos aplicando essa metodologia serdo necessarios para que
se obter um valor de normalidade da nossa populagao, viabilizando sua utilizacdo na

execucao dos testes e permitindo eventual diminuigdo nos custos dos reagentes.
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Anexos
Solugbes e reagentes

Solucdo ACD pH 4.5

Citrato de sédio dihidratado -----------==-==--=----- 10g
Acido citrico monohidratado ---------------=-------- 69
DeXtroSe ----==-==-s-msemmemem oo eee 849
H20 Q.S.p. —------=mmmmm oo 400 ml

Solugbes estoqgues de Tyrode (se mantidas a 4°C, podem ser

conservadas por 2 meses)

Estoque |

N = L 16 ¢

2 0.4 g
NaHCO3---------=-=mmmmmmmmmmom e 29
NaH2PO4 ------------mmmmmm oo 01g

H20 g.s.p. -------------=--mmm oo 100 ml
Estoque I

MgCI2.6H20 ~----- 2.033 g (0.1M)
H20 g.s.p. -------------=-mm oo 100 ml
Estoque Il

(O (S <] o P10 — 2.191 g (0.1M)
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Tampéo Plain Tyrode pH 7.35

solugdo estoque | ---------=-=-=------- 5ml

Solugéo de albumina bovina (BSA)
Albumina bovina -----------======mmmmmm e 175¢
Solucéo fisiologica (NaCl 0.9%) --------------- 100 mi

Obs: estocar a - 80°C em aliquotas de 1ml

Creatinina Fosfo Quinase (CPK) tipo | de musculo de coelho) frasco

de 500U (liofilizado).

-20°C

Fosfocreatina (CP) 500 mM

Preparar em Tyrode Plain, aliquotar véarios tubos com 500ul e manter a

Mistura de CP + CPK (imediatamente antes do uso)
500 U CPK + 500 pl CP
Heparina 5000 U (manter aliquotas a - 20°C)

Formaldeido 37%
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Tampé&o de lavagem das plaquetas pH 7.35 (solugcéo A)

Estoque | - 25ml
Estoque II S W' 1|
Estoque Il =---==-==mm-mmmmmmmmmeeeeee 1.0 ml
DEXIroSe --------n=m=mmmmmmmmmmnemnee 0.05¢
BSA 17.5% -- --- 1.0 ml
H20 g.S.p. -------=--mmmmmmmmemmemeeee- 50 ml

HCI 0.5N para o acerto do pH

Tampao de lavagem tipo |

SolUGEOD A ------mmmmmmmmmmem e 30 mi
Heparina -------------------------o---—- 0.3 ml
(0] /] 1 ———— 0.3 ml

Preparar na hora do uso e manter a 37°C
Tampéo de lavagem tipo Il

Solugao A -----------mme oo 20 ml

(0 =] = — 0.2 ml

Preparar na hora do uso e manter a 37°C
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