MINISTERIO DA SAUDE

.
-~ Manual de Diagnéstico

Laboratorial das

‘ Brasilia - DF

2016
g o




MINISTERIO DA SAUDE
Secretaria de Atencao a Saude
Departamento de Atencao Especializada

Manual de Diagnéstico Laboratorial das
Coagulopatias Hereditarias e
Plaquetopatias

Brasilia — DF
2016



2016 Ministério da Saude.

parcial ou total desta obra, desde que citada a fonte.

Esta obra é disponibilizada nos termos da Licenca Creative Commons — Atribuicdo — Nao
@ @ @ @ Comercial —- Compartilhamento pela mesma licenga 4.0 Internacional. E permitida a reprodugéo

A colecédo institucional do Ministério da Saude pode ser acessada, na integra, na Biblioteca
Virtual em Saude do Ministério da Saude: <www.saude.gov.br/bvs>.

Tiragem: 12 edicdo — 2016 — vers&o eletronica

Elaboragéo, distribui¢édo e informagées:

MINISTERIO DA SAUDE

Secretaria de Atencédo a Saude

Departamento de Atengao Especializada e Tematica
Coordenagdo-Geral de Sangue e Hemoderivados
SAF Sul, Trecho 2, Edificio Premium, torre 2, sala 202
CEP: 70070-600 — Brasilia/DF

Tel.: (61) 3315-6155

Site: www.saude.gov.br

E-mail: sangue@saude.gov.br

Coordenagéo:
Helder Teixeira Melo — CGSH/DAET/SAS
Jodo Paulo Baccara Aratjo — CGSH/DAET/SAS

Elaboragédo de Texto

Daniella Cabral Stelzer Dazzi — Hemocentro do Espirito
Santo (Hemoes)

Eliane Bandinelli — Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS)

Gisele Marilia Pianetti Sternick — Coordenagao-Geral de
Sangue e Hemoderivados (CGSH/DAET/SAS)
Jaqueline Alves da Costa Parente — Hemocentro de
Tocantins (Hemoto)

José Wander Bregano — Universidade Estadual de
Londrina (UEL)

Silmara Aparecida Lima Montalvdo — Universidade de
Campinas (Unicamp)

Tania Rubia Flores da Rocha — Universidade de Sao
Paulo (USP)

Revisao Técnica:

José Wander Bregandé — Universidade Estadual de
Londrina (UEL)

Tania Rubia Flores da Rocha — Universidade de Sao Paulo
(USP)

Editora responsavel:

MINISTERIO DA SAUDE
Secretaria-Executiva

Subsecretaria de Assuntos Administrativos
Coordenagao-Geral de Documentagao e Informagéo
Coordenagao de Gestao Editorial

SIA, Trecho 4, lotes 540/610

CEP: 71200-040 - Brasilia/DF

Tels.: (61) 3315-7790 / 3315-7794

Fax: (61) 3233-9558

Site: http://editora.saude.gov.br

E-mail: editora.ms@saude.gov.br

Equipe editorial:

Normalizag&o: Daniela Ferreira Barros da Silva
Revis&o: Khamila Silva e Tatiane Souza

Capa, llustragdes, projeto grafico e diagramacéo:
Leonardo Gongalves

Ficha Catalografica

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Atengdo a Saude. Departamento de Atengdo Especializada e Tematica.
Manual de diagnéstico laboratorial das Coagulopatias Hereditarias e Plaquetopatias [recurso eletronico] / Ministério
da Saude, Secretaria de Atengao a Saude, Departamento de Atengdo Especializada e Tematica. — Brasilia: Ministério da

Saude, 2016.
140 p. il

Modo de acesso: World Wide Web: <http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_diagnostico_

coagulopatias_hereditarias_plaqueopatias.pdf>
ISBN 978-85-334-2427-2

1. Hematologia. 2. Coagulopatias. 3. Plaquetas. I. Titulo.

CDU 616.151

Catalogagdo na fonte — Coordenagdo-Geral de Documentacéo e Informagdo — Editora MS — OS 2016/0340

Titulo para indexag&o:

Laboratory Guideline of Diagnosis in Hereditary Coagulopathies and Platelet Disorders



I, <uviAriO

INTRODUCAO 5
2 CONDICOES MiNIMAS PARA O FUNCIONAMENTO DE UM
LABORATORIO DE HEMOSTASIA 6
3 TECNICA MANUAL E EQUIPAMENTOS DISPONIVEIS PARA OS TESTES
DE HEMOSTASIA 8
4  COLETA, TRANSPORTE E ARMAZENAGEM DE AMOSTRAS PARA
COAGULACAO E SUAS VARIACOES PRE-ANALITICAS 9
4.1 Coleta 9
4.2 Transporte de amostras 13
4.2.1 Transporte de amostra de sangue total em rotina laboratorial 13
4.2.2 Transporte de amostra de plasma para outra instituicio 13
4.2.3 Processamento e estocagem de amostra de plasma 15

5  AVALIACAO E VALIDACAO DE EQUIPAMENTOS E DOS TESTES DE
COAGULACAO E DETERMINACAO DO INTERVALO NORMAL

DE REFERENCIA 18

5.1 Programa de validacdo do sistema analitico 19

5.1.1 Precisdo 19

5.1.2 Exatiddo 20

5.1.3 Intervalo analitico de medida 20

5.1.4 Carreamento 21

5.2 Determinacdo de um intervalo normal de referéncia 21

6 IMPLANTACAO DOS CONTROLES DE QUALIDADE INTERNO

E EXTERNO NO LABORATORIO DE HEMOSTASIA 23

6.1 Controle de qualidade interno no Laboratorio de Hemostasia 24

6.1.1 Controle de qualidade na etapa pré-analitica 24

6.1.1.1 Coleta de amostras 24

6.1.1.2 Descongelamento das amostras de plasma citratado 24

6.1.2 Controle de qualidade na etapa analitica 25

6.1.2.1 Material para controle de qualidade interno 25

6.1.2.2 Limites de aceitabilidade e variacdo 26

6.1.3 Controle de qualidade na etapa pos-analitica 27

6.2 Controle de qualidade externo no laboratorio de hemostasia 27

7 PREPARA(;AO DE POOL DE PLASMAS NORMAIS 29
7.1 Coleta e preparacdo do pool de plasma normais 29

7.2 Preparacao do pool de plasmas normais para teste quantificacdo
de inibidor de fator pelo método de Bethesda modificado (método Nijmegen) 30

8 TESTES DE TRIAGEM 32
8.1 Tempo de protrombina — TP 32
8.1.1 Curva de calibracdo para a determinacdo da atividade da protrombina 33

8.1.2 Relagdo Normatizada Internacional - RNI 34



8.2 Tempo de tromboplastina parcial ativada — TTPA
8.3 Tempo de Trombina - TT

9  DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS COAGULOPATIAS HEREDITARIAS

9.1 Diagnostico laboratorial da doenca de von Willebrand
9.1.1 Introducéo
9.1.2 Diagnostico
9.1.3 Testes laboratoriais
9.1.4 Interpretacdo dos resultados
9.1.5 Consideracdes
9.1.6 Recomendacoes para coleta e processamento da amostra
9.1.7 Variabilidade dos testes laboratoriais

9.2 Hemofilia

9.2.1 Diagnostico e acompanhamento laboratorial das hemofilias

9.3 Coagulopatias raras

9.3.1 Deficiéncia de fator VII

9.3.2 Deficiéncia de fator V

9.3.3 Deficiéncia de fator X

9.3.4 Deficiéncia de fator XI

9.3.5 Deficiéncia de fator XII

9.3.6 Deficiéncia de fator XIlI

9.3.7 Deficiéncia de fibrinogénio (fator I)
9.3.8 Deficiéncia de fator Il (protrombina)

10 PLAQUETOPATIAS
10.1 Introducao

10.2 Alteracdes plaquetarias quantitativas: plaquetopenias e plaquetoses
10.2.1 Plaquetopenias adquiridas
10.2.2 Plaquetopenias hereditarias

10.3 Alteracoes plaquetarias qualitativas (plaquetopatias)
10.3.1 Plaquetopatias hereditarias
10.3.2 Plaquetopatias adquiridas

10.4 Testes laboratoriais
10.4.1 Testes de triagem
10.4.2 Testes especificos

10.5 Testes especiais
10.5.1 Avaliacdo de secrecdo plaquetaria
10.5.2 Citometria de fluxo
10.5.3 Microscopia eletronica

10.6 Novos equipamentos para a avaliacao da funcao das plaquetas

10.6.1 Analisador de funcdo plaquetaria
10.6.2 VerifyNow
10.6.3 Impact R

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFIA

35
37

39

39
39
40
41
69
69
70
Ul

71
72

86
86
89
91
94
96
98
99

101

104

104
106
106
107
11
m
112
13
114
115
129
129
130
131
131
132
133
133

134
136



1 INTRODUCAO

O Manual de Diagnéstico Laboratorial das Coagulopatias Hereditdrias
e Plaquetopatias foi elaborado por profissionais de laboratorio que
atuam na darea de hemostasia e tem como objetivo principal abordar
0s principais aspectos dos testes laboratoriais necessarios para o
diagndstico das coagulopatias e plaquetopatias.

Trata-se de um guia que ndo deve ser utilizado como fonte de
referéncia unica sobre o tema, ficando a cargo dos profissionais da
area a complementacdo das informacodes e a atualizagdo continua
com relagdo aos diagnosticos laboratoriais das doengas relacionadas.

Nessa edicdo, serdao apresentadas algumas alteragcbes e
complementacoes de alguns procedimentos e técnicas referentes
ao controle de qualidade dos testes, determinacdo de fatores de
coagulacdo, quantificacdo de inibidor especifico, testes de atividade
do fator de von Willebrand e avaliacdo da funcdo plaquetaria.



2 CONDICOES MINIMAS PARA O
FUNCIONAMENTO DE UM
LABORATORIO DE HEMOSTASIA

Apesar de varios testes de hemostasia serem realizados, atualmente
em equipamentos semi efou totalmente automatizados, os testes de
triagem de coagulacédo e a determinacdo de fatores de coagulacéo,
que definem o diagnostico da maioria das coagulopatias, podem ser
realizados manualmente, com a mesma acuracidade.

Nos anos 70, foram introduzidos os aparelhos semiautomaticos,
com principio de deteccdo fotométrica ou mecanica da formacéo
da fibrina. Em sequéncia, aparelhos totalmente automatizados e
interfacedveis com sistemas de informacdo foram desenvolvidos,
proporcionando maior agilidade e confiabilidade na liberacdo de
resultados em laboratorios clinicos de grande porte.

Diante do cendrio de varias opcoes, ao planejar a criacdo de um
laboratorio de hemostasia, torna-se imperativo estimar o numero de
amostras a serem processadas e quais testes serdo implantados para
a aquisicao adequada do equipamento e de insumos necessarios para
a avaliacdo do custo-beneficio.

O projeto da area fisica laboratorial deve observar as normas sanitarias
e de seguranca do trabalho.

Os laboratdrios clinicos, de uma maneira geral, devem atender aos
requisitos das seqguintes legislacoes:

» RDC n° 50, de 21 de fevereiro de 2002, referente as normas
arquitetonicas.

» RDC n° 306, de 7 de dezembro de 2014, dispée sobre o
Regulamento Técnico para o gerenciamento de residuos de
servicos de saude.

» RDCn°302,de 13 de abril de 2005, referente ao requlamento
técnico para funcionamento de Laboratérios Clinicos.

» RDC n° 63, de 23 de novembro de 2011, dispde sobre os



Requisitos de Boas Praticas de Funcionamento para os
Servicos de Saude.

No Quadro 1 estdo listados alguns itens indispensaveis para o
funcionamento de um Laboratdrio de Hemostasia.

Quadro 1 - Insumos bésicos e equipamentos necessarios para o funcionamento
de um Laboratdrio de Hemostasia

Fonte: (BRASIL; AGENCIA NACIONAL.., 2005).
*Temperatura ambiente ideal: 18°C a 25°C.



3 TECNICA MANUAL E EQUIPAMENTOS
DISPONIVEIS PARA OS TESTES
DE HEMOSTASIA

A técnica manual, embora utilizada por poucos laboratorios de
hemostasia, pode fornecer resultados confiaveis, quando realizada
adequadamente. Além disso, € didatica para o treinamento do pessoal
técnico do laboratorio.

A utilizacdo de tubos de vidro siliconizado, ou de plastico, permite
melhor desempenho da técnica manual. O tamanho conveniente
¢ de 75 x 10 mm; diferentes tipos de tubo podem ser utilizados,
porém estas diferencas podem influenciar no tempo de coagulacdo
obtido, particularmente para testes de triagem como: tempo parcial
de tromboplastina ativada (TTPA). Diferencas sistematicas entre as
técnicas manual e automatizada necessitam de novo intervalo de
referéncia do laboratorio.



4 COLETA, TRANSPORTE E
ARMAZENAGEM DE AMOSTRAS PARA
COAGULAQAO E SUAS VARIA(;OES
PRE-ANALITICAS

A fase pré-analitica envolve o preparo do paciente, coleta, transporte,
processamento e armazenamento das amostras bioldgicas,
estando sujeita a uma série de varidveis que podem comprometer
a integridade da amostra e consequentemente produzir um erro
laboratorial. Portanto, o controle das variaveis pré-analiticas ¢ muito
importante para que se obtenha confiabilidade e qualidade em todos
os resultados dos testes de hemostasia.

4.1 Coleta

As amostras do paciente para realizacdo dos testes de coagulacdo devem
ser colhidas em jejum minimo de 4 horas ou de 2 horas para lactantes,
com utilizagdo de seringa efou sistema a vacuo que permitam uma
coleta rapida, em tubos de vidro siliconizados ou tubos de polipropileno.

0O tubo deverd conter citrato de sodio di-hidratado 3,2% ou 0,109
mol/L, tamponado prevenindo o aumento no pH, o que pode afetar os
resultados.

Caso o laboratorio prepare o anticoagulante, a solu¢do devera ser
estocada a 4°C no maximo por trés meses, desde que seja sempre
inspecionada quanto a presenca de material particulado, significando
contaminacao por micro-organismos ou presenca de cristais.

A proporcao sangue/anticoagulante deve ser 9:1 (por exemplo, 4,5 ml de
sangue para 0,5 ml de citrato).

Nos casos em que o paciente apresentar valor de hematocrito acima
de 55%, deve-se reajustar o volume de sangue a ser colhido ou do
anticoagulante. Isso porque o excesso de anticoagulante em relacdo ao
volume plasmatico pode interferir nos tempos de coagulacao dos testes.
0O ajuste do volume do anticoagulante ou de sangue ¢ feito utilizando
a sequinte formula:



C=(1,85x 107%) (100-HCT)(V sangue)

Onde,

C = Volume de citrato;
HCT= Hematocrito do paciente;

V= Volume de sangue adicionado (se o tubo for de 5 mL, entdo o
volume sera 4,5 mL).

Para hematocritos abaixo de 20%, ndo ha informagdes disponiveis
que sustentem a recomendacao especifica.

Varios cuidados devem ser tomados com o objetivo de reduzir as
fontes de erros na fase pré-analitica, como:

4

Observar o volume correto de sangue nos tubos apos a
coleta, a maioria dos tubos tem marcas indicando o volume
minimo e maximo de sangue.

Escolha dos tubos de coleta, os tubos devem ser de
polipropileno ou de vidro siliconizado. Atualmente, a maioria
dos laboratdrios utiliza tubos de polipropileno contendo
vacuo suficiente para o volume de sangue desejado, que
segundo a literatura ndo promove maleficio a amostra. Para
estudos de agregacdo plaquetaria € recomendada a coleta
do sangue com a de seringa.

Homogeneizagdo da amostra logo apos a coleta, o sangue
deve ser misturado com o anticoagulante delicadamente por
inversao do tubo de 8 a 10 vezes, evitando a formacao de
espuma.

Observar a sequéncia de tubos durante a coleta para evitar a
contaminacdo indesejada entre osdiferentesanticoagulantes
(Figura 1). No caso de veias de dificil acesso é recomendavel
o descarte do primeiro tubo e sempre com anotacdo no
pedido de exames do paciente para futuras interpretacoes.



Figura 1 - Sequéncia de tubos recomendada durante a coleta pelo sistema a vacuo

Tubo sem ativador Tubo Citrato
do coagulo

¥ ¥

Tubo Citrato Tubo com ativador
do coagulo
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Tubo com gel e ativador
do coagulo

Tubo com Hepanina

Tubo com EDTA

‘B85

Tubo com Fluoreto

Fonte: (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA..., 2010, adaptado).

» Casoa coletadosangue seja realizada com seringa agulhada,
deve-se retirar a agulha antes de adiciona-lo no tubo aberto,
pelas paredes. Jamais perfurar a tampa do tubo com a agulha
para passagem do sangue.

» Escolher o calibre da agulha de acordo com o calibre do vaso.
E recomendavel o uso dos calibres: 25x6 (23G1), 25x7(22G1)
e 25x8(21G1).



» Evitar garroteamentos prolongados, ou seja, acima de 1
minuto. Um procedimento que contribui para reduzir o
tempo de estase sanguinea ¢ o preparo de todo o material
a ser utilizado na coleta antes de realizar o garroteamento.

» FEvitar a coleta de sangue em acesso venoso periférico
(cateter). Caso tenha que utilizar esse acesso, a orientacdo
€ 0 enxague da canula com solucéo fisiologica e descarte de
5 mL de sangue, ou 6 vezes o volume da canula. Desprezar
o primeiro tubo ou utilizar o tubo de soro (sem ativador do
coagulo) antes de coletar o sangue no tubo com citrato de
sodio.

» Paraevitarerrosde identificacdo de amostras é recomendavel
que o flebotomista identifique o(s) tubo(s) antes da coleta
do sangue.

» Nocasode necessidade de nova coleta de amostra, anotar no
pedido de exame o horario do procedimento. Esse cuidado
deve ser tomado no caso de haver alteracdes fisiologicas,
fisiopatologicas ou a realizacdo de procedimentos como a
transfusao de hemocomponentes ou uso de medicamentos,
entre a primeira € a nova coleta.

A presenca de hemolise na amostra talvez seja uma das principais
fontes de erros, ndo so no laboratorio de hemostasia, mas em
laboratdrios de maneira geral. A principio a amostra com hemolise
deve ser descartada a menos quando for inerente ao paciente.
Por exemplo, casos em que o paciente foi submetido a circulagio
extracorporea uma nova coleta ndo eliminara a hemolise. A hemdlise
dilui os fatores de coagulagao, por liberacdo de liquido intracelular
para 0 meio extracelular, e ocorre a exposicdo de componentes
intracelular e de membrana que ativam a coagulacdo sanguinea.
Como resultado, a presenca de hemolise pode tanto encurtar como
prolongar os testes de coagulacdo. Além disso, dependendo do grau
da hemolise, pode haver interferéncia na deteccdo do coagulo por
sistema optico. As causas de hemolise durante a obtencdo da amostra
de sangue sdo diversas, mas podem-se destacar algumas:



» Garroteamento prolongado e tapinhas no vaso durante a
coleta.

» Agitacédo do tubo.

» Insercdo da agulha da seringa na tampa do tubo, ja
comentado anteriormente.

» Transporte inadequado, com agitagdo da amostra efou
extremos de temperatura.

» Contado direto do sangue com o gelo.
» Coletas traumaticas.

» Uso de agulhas de baixo calibre.

4.2 Transporte de amostras
4.2.1 Transporte de amostra de sangue total em rotina laboratorial

0 transporte de amostra de sangue total em gelo (2°C-8°C) néo é
recomendado para a maioria dos testes de coagulagdo que utilizam
plasma, devido a de ativacdo dos fatores VIl e FVW em baixas
temperaturas, além de promover ativacao plaquetaria. E importante
que o laboratorio tenha o controle do transporte e o do tempo entre
a coleta e o processamento das amostras.

4.2.2 Transporte de amostra de plasma para outra instituicdo

As amostras dos pacientes que serdo analisadas em outra instituicao
deverdo preferencialmente ser enviadas na forma de plasma
devidamente acondicionado em tubo plastico, congelado e mantido
em gelo seco. E importante salientar que o plasma devera chegar
ao local de destino totalmente congelado. Ja as amostras para
quantificacdo de inibidores de fatores podem ser enviadas apenas
sob refrigeracao.



O procedimento de envio de amostra biologica por via aérea devera
respeitar as normas vigentes no Pais. Vale lembrar que estas normas
sofrem revisdes anuais e os procedimentos devem ser observados
antes do envio.

De acordo com o manual International Air Transport Association
(IATA) - Dangerous Goods Regulations (DGR), amostras em gelo seco
sao considerados produtos perigosos e seus embarques devem estar
de acordo com as regulamentacoes federais.

Oembarcador € o responsavel legal e deve assegurar que assubstancias
estdo apropriadamente identificadas, classificadas, marcadas,
etiquetadas, documentadas e em condicdes para o transporte em
conformidade com as regulamentacoes. Ainda, deve-se comprovar
que os produtos perigosos estao embalados em conformidade com
todos os requerimentos aplicaveis ao transporte aéreo.

Preparo da embalagem

» Forrar o fundo da caixa de isopor com uma camada de gelo
seco de aproximadamente 5 cm.

» Posicionar sobre esta camada de gelo seco os contéineres
(com estantes) fechados contendo os tubos com as amostras
congeladas equidistantes entre si e das paredes da caixa do
isopor.

» Cobrir os contéineres depois de lacrados, com gelo
seco, formando uma nova camada de gelo seco de
aproximadamente 5 cm.

» Preencher o restante do espaco da caixa com gelo seco de tal
forma que ndao comprometa o fechamento dela.

» Encaixar a tampa da caixa de isopor e selar.

» Colocar na embalagem as informacdes do remetente e do
destinatario.

» REMETENTE. (Nome da instituicdo | Endereco completo |
Nome da pessoa responsavel pelo embarque e respectivo
telefone).



»  DESTINATARIO. (Nome da instituicdo / Endereco completo |
Nome da pessoa responsavel pelo recebimento e respectivo
telefone).

» Aplicar uma tira de fita adesiva no centro da caixa de papeldo
e uma em cada lateral.

» Identificar a drea externa da caixa com a numeragio
adequada disponivel para cada material transportado, de
acordo com as especificacoes da IATA.

» Entregar a embalagem preparada com os formularios para a
empresa de transportes.

4.2.3 Processamento e estocagem de amostra de plasma

Quanto ao processamento da amostra de sangue para a obtencédo do
plasma, deve-se atentar para a centrifugacao, que devera ser realizada
a temperatura ambiente. No entanto, algumas centrifugas podem
aumentar a temperatura interior no processo de centrifugacao.
Dessa forma, recomenda-se a utilizacdo de centrifuga refrigerada
com rotor horizontal, requlada em temperatura entre 18°C a 20°C.
No caso de obtencdo de plasma pobre em plaquetas (PPP), se a
centrifuga estiver devidamente calibrada, a rotacdo de 1.700 g por 10
minutos ou 1.500 g por 15 minutos sera suficiente para a obtenc¢éo
de um plasma contendo um nuimero de plaquetas abaixo de 10 mil/
mma3. Caso ndo se obtenha este numero de plaquetas, pode-se optar
pela dupla centrifugacdo, ou seja, apds a primeira centrifugacao, o
plasma deve ser retirado e colocado em tubo plastico e centrifugado
novamente nas mesmas condicoes.

Quanto a estocagem de amostras, de acordo com a Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) e o manual da Federacdo
Mundial de Hemofilia (FMH), algumas consideracdes de tempo e
temperatura devem ser respeitadas (Tabela 1). No entanto, muitos
laboratorios utilizam freezers domésticos, que ndo sdo adequados
para laboratdrio, devido a sua incapacidade em manter a temperatura
a -20°C apos a abertura da porta. Assim, a Federacdao Mundial de



Hemofilia ndo recomenda o armazenamento de amostras de plasma
a -20°C e sim abaixo de -35°C por 15 dias, -70°C por 12 meses e
até 6 anos no caso de amostras destinadas aos testes Tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), determinacéo do fator VIl e
FVW.

Tabela 1 - Tempo de transporte e estocagem de amostras para testes de
coagulacdo

Sangue total Plasma
DeterminagGes TA Refrigerado TA Refrigerado Congelado
TP Até 4h* Nao Até 4h Nao
TTIPA e . a /10 . ,
Fibrinogénio Até 4h Até 4h Até 4h Até 4h 20 por
Fatores (VIIl e IX) Até 4h Nao Até 4h Até 4h
TTPA para analise
de heparina nao Até 1h Desconhecido Até 4h Até 4h ASSIEEE
fracionada
Dosagem de o T & e o 2 o0 ou
Tailsihnes Até 48h Até 48h Até 48h Até 48h
Fator de VW - 70°C por
antigeno e 4h Nao 4h Néao
atividade
6 meses

Agregacdo

1h Nao Nao Néao Nao
plaquetdria

Fonte: Adaptado de CSLI - 5° edicao 2008.

Abreviacoes: TA - temperatura ambiente; TP - tempo de Protrombina; TTPA - tempo de tromboplastina parcialmente
ativado; FVIII - fator VIII; FW - fator de von Willebrand.

*Tempos de estocagem recomendados pelo CAT - Hemostasia. Obs.: A Federacdo Mundial de Hemofilia ndo recomen-
da a temperatura -20°C para armazenagem de fator VIIl enquanto que a CSLI 2008 permite a armazenagem nesta
temperatura.

Em resumo, os cuidados que devem ser considerados no transporte e
na estocagem das amostras sdo:

» Evitar tempos prolongados de processamento do sangue
total para ndo ocorrer hemolise.

» 0O congelamento das amostras deve ser rapido e pode ser
realizado com nitrogénio liquido ou em banho de gelo seco
com alcool.

» O descongelamento também deve ser realizado de maneira
rapida em banho-maria a 37°C e mantidos por 5 minutos,
homogeneizar a amostra apos o descongelamento.



O estoque do plasma em temperatura de -20°C ¢ inadequado
para os fatores de coagulagdo, principalmente no caso
do fator VIII, com rapido decaimento da atividade nessa
temperatura.

Evitar agitacao e vibracdo no transporte, principalmente em
sistema pneumatico.

Amostras congeladas devem ser pobres em plaquetas, abaixo
de 10 mil/mm?.

Para o transporte de amostra para quantificacao de inibidores
nao ha necessidade de congelar o plasma, somente manter
refrigerado.

Amostras para controle de heparina ndo fracionada devem
ser centrifugadas em até 1 hora apds a coleta devido a
liberacdo do PF4 (presente nas plaquetas com funcdo
neutralizadora de heparina) e o TTPA deve ser realizado em
até 4 horas.

Para a determinacdo de fatores de coagulacao, as amostras
devem ser transportadas em gelo seco e mantidas congeladas
até o destino.

Para o teste de funcdo plaquetaria, o sangue deve ser
coletado proximo ao local onde € realizado o teste devido a
ativacao das plaquetas durante o transporte.

Nado € recomendado o congelamento e o descongelamento
da amostra mais de uma vez.



5 AVALIACAO E VALIDACAO DE
EQUIPAMENTOS E DOS TESTES DE
COAGULACAO E DETERMINACAO DO
INTERVALO NORMAL
DE REFERENCIA

A validagdo de um sistema analitico compreende um conjunto de
experimentos que forneca dados que permitam determinar o seu
desempenho quanto a exatidao, a precisdo e ao intervalo analitico.
Para decidir sobre a aceitagdo ou ndo do sistema analitico € preciso
comparar o erro analitico obtido, associacdo do erro aleatorio
(imprecisdo) e erro sistematico (inexatiddo), com o erro total aceitavel.
Ou seja, a analise de desempenho permite concluir se um método,
procedimento, sistema, equipamento Ou processo proporciona
resultados adequados.

Antes dos procedimentos de validacdo ¢ recomendada a realizacao
de uma avaliacdo das caracteristicas do sistema analitico a ser
implantado para verificar se estdo de acordo com as necessidades
exigidas pelo laboratorio. Essas caracteristicas podem ser obtidas dos
proprios fornecedores do sistema analitico em questao.

Conforme CSLI H21-A5, algumas dessas caracteristicas séo:
» Volume minimo da amostra.
» Velocidade de processamento (niimero de teste por hora).
» Capacidade de inserir amostras emergéncias (STAT).
» Menu de testes disponiveis.
» Procedimentos de calibracao.
» Utilizacdo de tubos primarios.
» Capacidade de autodiluicéo.

» Capacidade de autorrepeticdo.



» Sistema de refrigeracdo e homogeneizagao dos reagentes.

» Desempenho analitico: precisdo, exatiddo, interferentes,
linearidade, estabilidade dos reagentes, carreamento
(carryover).

» Capacidade de interfaceamento.
» Armazenamento de dados.

» Controle de qualidade normal e patoldgico com grafico de
Levey-Jennings.

» Suporte técnico quanto a manutencao preventiva e corretiva.

» Descarte e geracao de residuos.

E fundamental que cada laboratorio planeje um programa de
validacdo de acordo com as caracteristicas da sua rotina laboratorial.
Para orientar a implantacao deste programa, algumas caracteristicas
de desempenho devem ser seguidas, tais como exatiddo, precisao e
intervalo analitico.

5.1 Programa de validacdo do sistema analitico

Como comentado anteriormente, cada laboratorio deve estabelecer
0 seu programa de validagdo para um sistema analitico. Porém, ¢
necessario que este programa compreenda alguns experimentos
para determinar o seu desempenho quanto a precisao, a exatidao,
a interferentes, ao intervalo analitico, a estabilidade dos reagentes e
carreamento (arreste ou carryover).

5.1.1 Precisao

A precisdo mostra a capacidade do método em apresentar resultados
proximos entre si em determinacdes repetidas de uma mesma
amostra. A precisao ¢ determinada pelo calculo do desvio padrdo em
uma série de repeticdes na mesma amostra.



A precisdo pode ser intraensaio (ou repetitividade de resultados)
quando as repeticdes sao realizadas em um curto espaco de tempo
e nas mesmas condicoes de medida. Ou seja: mesmo operador,
equipamento e reagentes. A precisdo interensaio (ou reprodutibilidade
de resultados) ¢ obtida quando as repeticdes sdo realizadas em
condicoes alteradas de medida e em tempos espacados. Geralmente
a reprodutibilidade € avaliada pela utilizacdo de um controle interno
da qualidade, que sera discutido no Capitulo 6.

5.1.2 Exatidao

A exatiddo esta relacionada a capacidade do método em apresentar
resultados proximos do valor verdadeiro, ou seja, a exatidao € a
concordancia entre o valor encontrado de um analito e seu valor
real. Uma das maneiras de verificar o grau de exatidao de um sistema
analitico € a participacdo de um programa de qualidade externo
em que os resultados observados sdo comparados com diversos
laboratorios que utilizaram a mesma amostra e metodologia. Os
laboratorios que obtiverem resultados proximos da média do seu
grupo possuem um sistema analitico com grau de exatidao adequado.

5.1.3 Intervalo analitico de medida

Intervalo analitico de medida é o intervalo de concentracdo de
um método de analise em que a determinacdo pode ser realizada
sem a necessidade de qualquer diluicdo, concentracdo, ou outro
pré-tratamento da amostra que ndo faca parte do processo
de ensaio habitual. Esse intervalo compreende valor minimo
detectavel (sensibilidade) e o valor maximo detectavel
(linearidade). Para este estudo, podem-se utilizar diluigdes seriadas
de amostras de concentracoes altas e baixas. Para cada diluicao
os testes sdo realizados em replicatas e, a partir dos resultados,
elabora-se um grafico de disperséo e determina-se a regressao linear.
Pode-se realizar uma analise visual do grafico observando se os
pontos estdo proximos da reta de regressdo. Porém, a forma mais
objetiva de avaliar € por critérios estatisticos.
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5.1.4 Carreamento

Os estudos de carreamento (arraste ou carryover) tém como
objetivo avaliar a interferéncia de uma reacdo inicial para outra
reacdo subsequente de um analito. A interferéncia pode ser devido a
contaminagdo de reagentes ou de amostras entre as reacoes.

QOutros estudos podem ser realizados como experimentos de
recuperacdo, de robustez, de estabilidadesde reagentes e interferentes,

como lipemia, ictericia e hemolise.

5.2 Determinacdo de um intervalo normal de referéncia

Para a correta interpretacdo dos resultados dos testes de hemostasia é
fundamental que estes resultados sejam comparados com os resultados
de uma populacdo saudavel, ou seja, com os valores de referéncia de
normalidade. A selecdo de individuos para a determinacgdo destes valores
deve ser feita considerando a praticidade e a representatividade de cada
populagdo ou grupo. Frequentemente se utilizam doadores de sangue
apos triagem clinica e laboratorial. E importante que os valores de
referéncia sejam determinados quando ocorrer alteracdes significativas
nas diferentes fases de realizacdo dos exames laboratoriais. Para alguns
testes € necessario determinar os valores de referéncia de acordo com o
grupo de individuos ao qual o paciente pertence, como a idade e o sexo.
No caso de FVIII e fator de von Willebrand deve-se considerar o grupo
sanguineo ABO.

Valores de referéncia de normalidade devem ser estabelecidos localmente
para os testes de coagulacao, principalmente TP e TTPA. E possivel que um
novo lote de reagente da mesma marca tenha uma faixa de referéncia
diferente do anterior. As mudancas nos resultados dos controles internos
com o novo lote podem indicar a necessidade de estabelecer um novo
valor de referéncia.

O numero ideal de individuos saudaveis para se estabelecer os valores
de referéncia € no minimo de 120 individuos. Porém, pela dificuldade
de se obter este numero, a Federacao Mundial de Hemofilia sugere uma
populacdo minima de 30 individuos saudaveis.
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Os resultados obtidos devem seguir distribuicao normal ou curva de
Gauss, caso contrario deve-se aumentar o numero de amostras que
se obtenha esta distribuicdo. Para verificar se os resultados possuem
distribuicdo normal pode-se construir um histograma (Figura 2)
ou aplicar um teste estatistico adequado, por exemplo, o Teste de
Shapiro-Wilk. O valor de referéncia devera conter 95% dos valores desta
curva. Caso a distribuicdo seja normal, deve-se, entao, calcular a média
e 0 desvio padrdo dos valores e usar, como faixa de normalidade, o
resultado de dois desvios padrao para o limite inferior e superior.

Os valores de referéncia de normalidade do laboratorio devem ser
estabelecidos sequindo as consideracdes importantes, como: | - devem
ser estabelecidos empregando uma populacdo local; Il - os valores
de referéncia da literatura e os fornecidos pelo fabricante devem ser
utilizados somente como um guia; lll - as amostras devem ser colhidas,
processadas e analisadas utilizando-se os mesmos procedimentos que as

amostras dos pacientes.

Figura 2 - Histograma de distribuicdo normal de resultados de TTPA de uma
populacdo saudavel
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Fonte: Autoria prépria.
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6 IMPLANTAQAO DOS CONTROLES DE
QUALIDADE INTERNO E EXTERNO NO
LABORATORIO DE HEMOSTASIA

O termo garantia da qualidade pode ser usado para descrever todos
o0s procedimentos que sdo realizados para assegurar a confiabilidade
dos testes para o correto diagndstico do paciente. Isso inclui a
escolha do teste, a coleta da amostra, a obtencdo do resultado de
maneira correta, a interpretacdo do resultado e, quando apropriado,
a comunicacao destes resultados para o profissional requisitante.

O controle de qualidade interno (CQl) e externo (CQE) sdo componentes
distintos entre si, mas complementares, dentro de um programa de
qualidade. O CQl € usado para padronizar uma série de técnicas e
processos em realizacdo de acordo com um periodo de tempo. Assim,
ele é usado para garantir a consisténcia de resultados diarios do
laboratorio. O CQE ¢ utilizado para identificar o grau de concordancia
entre laboratorios que operam com os mesmos métodos, reagentes
e equipamentos. Dessa forma, o CQl propde avaliar a precisdo
dos resultados por meio da sua reprodutibilidade e o CQE avalia a
exatiddo deste mesmo resultado. Para isso, torna-se necessario que
o laboratorio tenha procedimentos definidos para esta avaliagdo, ou
seja, ndo basta apenas usar controles normais e patologicos, mas
estabelecer e padronizar programas consistentes de qualidade (CQl e
CQE) que avaliem a rotina laboratorial.

Qutro item tao importante quanto os ja descritos, € a padronizacao
dos processos envolvidos desde a solicitagdo médica dos exames até
a liberagdo do resultado. Todas as atividades do laboratorio devem
ser documentadas por intermédio de instrucoes de trabalho ou
procedimento operacionais padrdo (POP), aprovadas e colocadas
a disposicdo do corpo técnico e de apoio. Os POPs (ou PO) sdo
documentos que descrevem detalhadamente cada processo do
laboratorio.

Contudo, € importante ressaltar que a implantacdo de um programa
de qualidade envolve o controle de varios processos sendo que cada
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um apresenta fontes potenciais de erro. A recomendacao € considerar
as sequintes etapas na implantacgdo: (1) Etapa pré-analitica, (2) Etapa
analitica e (3) Etapa pos-analitica.

O programa dependera de um fluxo da rotina de cada laboratorio ndo
havendo, assim, um protocolo pronto a seguir e sim cada laboratorio
devera estabelecer seu proprio programa de qualidade que contemple
os CQl e CQE.

A sequir estdao descritas algumas recomendacdes que podem ser
utilizadas como guia.

6.1 Controle de qualidade interno no Laboratorio de
Hemostasia

6.1.1 Controle de qualidade na etapa pré-analitica

6.1.1.1 Coleta de amostras

O procedimento de coleta de amostra foi descrito no Capitulo 4. No
entanto, estdo listados a seguir alguns exemplos de procedimentos
para garantir boa qualidade na coleta:

» Quando houver a necessidade de alterar o tubo de coleta
quanto ao material ou fabricante, € necessario que sejam
realizados no laboratorio estudos paralelos de validacao.

» A diferenca ou variabilidade atribuida aos diferentes tubos
ou fabricantes pode ndo ser aparente para amostras com
valores dentro do intervalo de referéncia, mas pode variar
quando os valores estiverem prolongados.

6.1.1.2 Descongelamento das amostras de plasma citratado

As amostras de plasma descongeladas de forma inadequada podem
apresentar niveis diminuidos de fator VIII, VW e fibrinogénio, devido
a presenca de crioprecipitado. As amostras devem ser descongeladas
preferencialmente em banho-maria a 37°C por um periodo de
aproximadamente 5 minutos e homogeneizadas em seguida, antes
da realizacdo dos testes.
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6.1.2 Controle de qualidade na etapa analitica

Consiste na analise didria da amostra controle com valores dos analitos
conhecidos para avaliar a precisdo dos ensaios. Por meio do controle de
qualidade na etapa analitica (CQI-EA), pode-se avaliar a confiabilidade
e a eficiéncia dos procedimentos laboratoriais na geracdo de resultados
que contribuem para o diagnostico do paciente. Dessa forma, o controle
de qualidade didrio avalia ndo so a reprodutibilidade (precisdo), mas
também a calibracao do sistema e indica 0 momento em que se devem
promover acdes corretivas em situacoes de ndo conformidade.

6.1.2.1 Material para controle de qualidade interno

Para a avaliagdo da precisao de um método € necessario a realizagdo
de varias analises consecutivas de uma mesma amostra, incluindo
amostras com valores normal e anormal, controlando assim diferentes
indices de resultados. O plasma controle deve ser similar e analisado
no mesmo momento em que for analisada a amostra teste, utilizando
o mesmo meétodo. Especificamente para testes de coagulacdo, o
material de controle deve ser estocado a -80°C ou estar na forma
liofilizada para ndo comprometer sua estabilidade e, por conseguinte,
os resultados. O descongelamento deve ser realizado a 37°C por, no
maximo, cinco minutos. Pelo menos um controle de qualidade deve
ser incluido em cada grupo de ensaio. Para testes de triagem (TP,
TTPA e TT) deve-se incluir um controle normal e um controle anormal
a cada inicio de rotina e a cada 8 horas para os laboratorios que
funcionam 24 horas. Em todos os casos, 0 plasma controle deve ser
tratado da mesma forma que a amostra teste.

Sao quatro os tipos de materiais indicados para controle de qualidade
interno do laboratorio de coagulacéo:

1. Controle normal (origem comercial).
2. Controle anormal (origem comercial).

3. Pool de plasmas normais (geralmente preparado
no laboratodrio).

4. Plasma de paciente com coagulopatia diagnosticada.
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Os controles de origem comercial sdo mais utilizados devido a maior
estabilidade quando comparados ao pool de plasmas normais (PPN),
preparado pelo laboratorio. Por outro lado, o PPN se aproxima mais
das caracteristicas da amostra teste, sendo essencial a sua inclusao
no painel de controle de qualidade interno do laboratorio.

O plasma de um paciente com coagulopatia ¢ de grande valia como
controle patologico, principalmente se a deficiéncia for grave. Por
exemplo, no caso de um paciente com o diagnostico de hemofilia
grave cujo nivel de fator € menor que 1%, esta amostra auxilia a
verificagdo da curva de calibragdo em niveis ndo contemplados
por controle comercial. E importante salientar que a utilizacdo do
controle normal e anormal comercial € previsto como uma exigéncia
da Angécia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) na RDC ne 302
que normatiza procedimentos de laboratorio clinico.

6.1.2.2 Limites de aceitabilidade e variacao

Quando os resultados dos controles de qualidade internossdo plotados
em um grafico e comparados aos limites aceitaveis de variacdo
para aquele analito, isto €, dentro da média mais ou menos dois
desvios padréo, conclui-se que o método analitico esta funcionando
adequadamente. Caso contrario, € um alerta para a equipe quanto a
possiveis problemas no processo decorrentes ao método, ao reagente,
ao equipamento ou ao laboratorista.

Atualmente, ha varios sistemas de controle para as variaveis analiticas.
De uma maneira geral, 0 emprego destes sistemas ¢ muito util para
sanar inumeros problemas que surgem na realizacdo de um exame
de laboratorio.

O sistema de controle de qualidade interno ideal deve:

1. Preveraavaliacdododesempenhode métodos, equipamentos
e técnicas.

2. Fornecer informacoes sobre a exatidao e a precisao de cada
método.

3. Ter sensibilidade suficiente para detectar variacoes nas
diversas fases do ensaio.
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4. Ser facil de implantar, manter e interpretar.

5. Ser capaz de revelar os diversos tipos de erros ou variacoes
que possam ocorrer.

Os sistemas de controle de Levey-Jennings e regras Westgard, que sdo
empregados na maioria dos laboratorios, auxiliam a entender a ndo
conformidade informando o tipo de erro, se sistematico, ou aleatorio.
A partir dessa classificacdo surge uma lista de possibilidades, para o
encontro da causa raiz do problema.

As amostras para CQl comerciais sdo providas com bulas que fornecem
intervalo de resultado aceitavel. No entanto, os resultados obtidos sdo
dependentes dos reagentes empregados e do método de deteccdo. O
intervalo de referéncia devera demonstrar essas variacoes e, desta forma,
ser determinado por cada laboratdrio, sendo a bula do controle utilizado
apenas como um guia. De acordo com a Federacdo Mundial de Hemofilia
(FMH) o controle de variagdo (CV)% dos resultados em diferentes dias
para TP e TTPA deve ser menor que 8%, preferencialmente 2% a 3%. Para
0s outros ensaios, tal como determinacédo de fatores da coagulacéo, o
C\V9% nao deve ultrapassar a 10%.

6.1.3 Controle de qualidade na etapa pds-analitica

Os processos pos-analiticos consistem nas etapas executadas apos
a realizagdo do exame. Eles sdo: calculo de resultado, analise da
consisténcia de resultados, liberacdo dos laudos, armazenamento de
material, transmissdo e arquivamento de resultados. Um exemplo
deste tipo de analise é a avaliacdo de paralelismo de curvas (padrio,
controle e paciente) na realizacio da determinacdo dos fatores de

coagulacdo, descrita no Capitulo 9.

6.2 Controle de qualidade externo no laboratorio de
hemostasia

0 CQE ¢é considerado um controle interlaboratorial. Consiste na
comparacao da exatiddo dos exames entre laboratorios. O CQE visa
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padronizar os resultados de laboratorios diferentes por meio da
comparacao interlaboratorial de analises de aliquotas do mesmo
material. Em um programa de CQE abrangente, analises respectivas
dos resultados obtidos por laboratdrios participantes permitem, ndo
somente a identificacdo do laboratorio com resultado discordante,
mas também a analise de todos os reagentes e métodos inadequados
que o laboratdrio utiliza na rotina. Com a participagao efetiva neste
programa o laboratorio pode assegurar que os seus resultados se
aproximem o maximo possivel do valor real (exatiddo) dentro de uma
variedade analitica permitida.

No CQE os laboratdrios participantes analisam amostras controle de
concentracoes desconhecidas que Ihes sdo enviadas pelo programa.
Apos a analise, o programa recebe os resultados dos participantes,
separa-os por grupo de metodologias e reagentes iguais (quando
possivel), determina a média de consenso de cada grupo e calcula o
respectivo desvio-padrdo. Por ultimo, € realizada uma avaliacao dos
resultados de cada laboratdrio e emitido ao participante um conceito,
de aceitabilidade ou ndo.

A principal funcdo do CQE ¢ testar a competéncia individual do
laboratorio. A participacdo continua no programa esta relacionada
com melhor desempenho individual, assim como a menor
variabilidade dos resultados. Ha muitas razdes possiveis para um
laboratorio produzir um resultado insatisfatorio, essas razdes podem
ser imediatamente identificadas. Por outro lado, a pontuacdo de
problemas latentes nem sempre ¢ obvia. Grandes programas sao
capazes de identificar alteracoes no desempenho dos testes, 0s
quais sdo relativamente especificos para problemas em reagentes ou
metodologia utilizados. A total confidencialidade dos resultados deve
ser uma importante caracteristica do programa.
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7 PREPARAQAO DE POOL DE
PLASMAS NORMAIS

7.1 Coleta e preparacao do pool de plasma normais

0 pool de plasmas normais (PPN) local poderd ser preparado
coletando-se sangue de 20 a 40 pessoas sadias e que ndo tenham
usado medicamentos, nos ultimos 10 dias, que possam interferir nos
testes de hemostasia.

E importante salientar que o niimero de doadores para composicio
do PPN deve representar distribuicdo normal, por isso recomenda-se
que quanto maior o numero de doadores € a mesma propor¢ao entre
homens e mulheres, com idade entre 20 a 50 anos, melhor sera a

qualidade do pool.

Instrucoes para o preparo do PPN:

1.

Todo o procedimento, desde a coleta até o congelamento,
nao deve exceder a quatro horas.

Apds a coleta as amostras devem ser centrifugadas conforme
indicado no item 4.2.3.

As amostras hemolisadas e lipémicas devem ser desprezadas.

Manter as amostras de plasma em temperatura ambiente
(18°C a 25°C), durante a preparagio.

Deve-se pipetar a mesma quantidade de plasma de cada
amostra coletada.

Os plasmas devem ser misturados em recipiente plastico e
evitando a formacao de bolhas.

A dupla centrifugacdo do pool € aconselhavel para a retirada
completa das plaquetas.

Apos o preparo o pool devera ser testado para os testes de
TP e TTPA.
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9. Paraouso narotina laboratorial, aliquotas minimas de 0,5 mL
a 1,0 mL devem ser acondicionadas em microtubos plasticos
tipo eppendorf com tampa ou tubos de criopreservacao.

10. Identificar os tubos com data de realizacdo e o nome do
técnico responsavel pela preparacao.

11. Congelar as aliquotas rapidamente, seguidas de
armazenamento em estantes identificadas com a sigla
“PPN". Depois descongelada para uso, a aliquota de pool ndo
podera ser congelada novamente.

12. O PPN deve ser utilizado como parametro de CQl em ensaios
posteriores.

13. A validade do pool varia de acordo com as condicoes de
armazenamento, trés meses se armazenado a -35°C e seis
meses a -80°C.

7.2 Preparacao do pool de plasmas normais para teste
quantificacdo de inibidor de fator pelo método de
Bethesda modificado (método Nijmegen)

A quantificagdo de inibidor pelo método Bethesda modificado,
desenvolvido por B. Verbruggen em 1995 atualmente é o de escolha,
por ser mais especifico e sensivel quando comparado ao Bethesda
classico. Uma das modificacoes desse método € a utilizagdo de um
pool tamponado para fazer a mistura com o plasma do paciente
contendo o inibidor de fator. O tamponamento confere ao plasma
normal maior estabilidade durante o processo de incubagdo da
mistura por duas horas a 37°C. A sua procedéncia pode ser comercial
(plasma calibrador) ou preparado em laboratorio.

Instrucdes de preparo do pool tamponado:

Sao descritas duas formas diferentes de preparo de qualidade
semelhante.
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Preparo 1 - Coleta do sangue em tubos de polipropileno ou
siliconizados contendo o anticoagulante citrato de sodio 0,109 M
(3,2%) previamente tamponado com imidazol solido. A proporcéo
de mistura € a cada 25 ml da solucédo de citrato de sodio 0,109 M,
adiciona-se 1,7 g de imidazol solido.

Preparo 2 - Coleta do sangue em tubos de polipropileno ou
siliconizados contendo o anticoagulante citrato de sodio 0,109
M (3,29%) previamente tamponado com o sal Hepes (Acido N-2-
Hidroxietilpiperazina-N'-2'-Etanossulfonico). Para cada 25 mL de
citrato de sodio 3,2% adicionar 1,259 de Hepes.

Para evitar resultados falso-positivos € importante assegurar que
0 pool tamponado tenha cerca de 100% de fator VIII em todas as
formas de preparo.
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8 TESTES DE TRIAGEM

8.1 Tempo de protrombina - TP

O TP avalia as vias extrinseca e comum da coagulacdo. E sensivel as
deficiéncias dos fatores V, VIl e X e menos sensivel a deficiéncia de
fator Il e as formas leves de deficiéncia de fibrinogénio.

O reagente de TP, geralmente denominado de tromboplastina, consiste
de mistura de fator tecidual e calcio. O fator tecidual pode ser obtido
de varias fontes: placenta humana, tecido cerebral de porco, coelho
ou bovino ou ainda ser obtida de forma recombinante (fator tecidual
humano recombinante).

O teste consiste na adicdo de tromboplastina calcica previamente
aquecida a 37°Cao plasma citratado, na mesma temperatura. O tempo
de coagulagdo do TP € obtido apos a adigdo deste reagente ao plasma
e a formacao do coagulo. O fator tecidual ativa o fator VII, que por
sua vez ativa a via extrinseca, formando o complexo protrombinase
ancorado pela tromboplastina, que culmina na geracdo de trombina.
Esta atua na molécula do fibrinogénio, formando a rede de fibrina.

A composicdo e a origem da tromboplastina interferem na sua
sensibilidade, por isso os resultados de um TP do mesmo paciente
na mesma amostra podem variar de um laboratério para outro.
Em funcédo disso, criou-se o sistema RNI (Relacdo Normatizada
Internacional) com o objetivo de padronizar os resultados de TP,

conforme sera explicado adiante.
Materiais e Reagentes
» Tubos de ensaio de vidro 12 x 75 mm
» Tromboplastina calcica
» Micropipetas automaticas (100 e 200 pL)
» Cronbmetro
» Banho-maria 37°C

» Solucdo Tampao
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Procedimento

Colocar 100 plL de plasma pobre em plaquetas citratado no tubo
de vidro e incubar a 37 C por 60 segundos. Adicionar 200 plL de
tromboplastina calcica preaquecida a 37°C no banho-maria.

Cronometrar o tempo de coagulacdo. As provas deverao ser realizadas
em duplicata.

8.1.1 Curva de calibracdo para a determinacao da atividade da
protrombina

A cada mudanca de lote ou marca do reagente € necessario realizar
a curva de calibracdo. Para o calculo da atividade enzimatica da
protrombina sdo realizadas quatro diluicdes seriadas de plasma
calibrador comercial ou PPN, em tubos plasticos com tampéao ou
solucdo fisiologica, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Modelo para construcdo de curva de calibracdo do tempo de
protrombina

Dilui¢do do plasma calibrador ou PPN Atividade enzimatica (%)
Puro 100
1:2 50
1:4 25
18 12,5
1:16 6,25

Fonte: Autoria prépria.

Os tempos de coagulacdo de cada diluicdo sdo relacionados
graficamente com as respectivas atividades percentuais, em escala
mono-log.

Antes de iniciar a avaliacdo dos plasmas teste, a curva referéncia deve
ser validada com plasmas conhecidos, normal e patologico. Caso os
resultados dos controles internos ndo sejam satisfatorios, a curva de

calibracao devera ser repetida.
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8.1.2 Relacdo Normatizada Internacional — RNI

A RNI foi instituida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
com o intuito de padronizar os resultados de TP, principalmente
na monitoracdo dos pacientes que fazem uso de anticoagulantes
antagonistas de vitamina K.

Dependendo da fonte e da preparacdo da tromboplastina
(fosfolipides e fator tecidual), a sensibilidade do teste pode variar
significativamente, causando variabilidade importante nos resultados
do TP. Essa variacdo in vitro pode levar os pacientes em uso de
anticoagulante a maior risco de sangramento ou de trombose.

Segundo as orientacoes da OMS, todos os fabricantes de
tromboplastina devem comparar o reagente produzido com uma
tromboplastina de referéncia que € extraida de cérebro de coelho. A
comparacdo de sensibilidade da tromboplastina comercial em relacdo
ao padrdo primario permite determinar o Indice de Sensibilidade
Internacional (ISI) que é utilizado para o calculo da RNI. Quanto mais
proximo de 1,0 for o ISI mais sensivel € a tromboplastina.

O calculo do RNI ¢ feito de acordo com a seguinte formula:
RNI = [TP do paciente/TP pool] *

Os resultados do TP podem ser reportados em tempo de protrombina,
atividade enzimatica (%), relagdo (R) e RNI. Os valores de referéncia de
normalidade para o TP variam de acordo com o reagente utilizado.

O tempo de protrombina alargado pode estar relacionado ao uso de
medicamentos, hepatopatias, deficiéncia de fator VIl ou dos fatores da
via comum. Como ja mencionado, o TP € pouco sensivel a deficiéncia de
fibrinogénio, entretanto na hipofibrinogenemia grave (abaixo de 100
mg/dl de fibrinogénio) e na afibrinogenemia (auséncia de fibrinogénio),
pode apresentar-se alargado e incoagulavel, respectivamente.

O teste da mistura (com pool de plasma normal na proporgdo
1:1) pode ser realizado para identificar se o prolongamento é por
deficiéncia de fator ou pela presenca de inibidor. Caso haja correcéo,
deve-se avaliar inicialmente, a atividade do fator VII. Caso os niveis
plasmaticos estiverem normais, 0 proximo passo € avaliar os fatores
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I, V ou X de acordo com a clinica do paciente. Caso a deficiéncia seja
unica ou multipla dos fatores V, Il, e X, o Tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) também pode apresentar tempo de coagulacdo
prolongado, que € corrigido pela mistura a 50% com pool de plasmas
normais.

Caso ap6s a mistura ndo haja correcdo do TP, € sugestivo da presenca
de inibidor. Isso € valido também para o TTPA no caso de inibidores
especificos dos fatores I, V e X. No caso de inibidores inespecificos,
do tipo lupico, embora o TP seja realizado com reagente contendo
fosfolipides, apenas titulos muito altos desse inibidor prolongam o
teste e sem correcdo apos a mistura. Porém, na maioria dos casos
de presenca de anticoagulante lupico, o TP ndo prolonga devido a
grande concentracao de fosfolipides, presente no reagente.

8.2 Tempo de tromboplastina parcial ativada — TTPA

O TTPA € o teste de triagem para a avaliacdo dos fatores das vias
intrinseca € comum da coagulacdo. Deve ter sensibilidade para
detectar as deficiéncias dos fatores VIII, IX, XI e XII, precalicreina e
cininogénio de alto peso molecular, além das deficiéncias moderadas e
graves dos fatores II, V, X e fibrinogénio. Dependendo da sensibilidade
do reagente, o TTPA pode ser mais sensivel as deficiéncias de fator
VIl e IX e menos sensivel as deficiéncias dos fatores XI e XII ou dos
fatores envolvidos na via comum. E usado como teste de triagem
para detectar deficiéncias de fatores, presenca de anticoagulante
lupico e monitorar niveis de heparina nao fracionada no plasma.

No caso de controle de heparinoterapia ndo fracionada, € importante
realizar o teste o mais rapido possivel (em até 1 hora) apds a coleta,
para evitar a neutralizacdo heparina pelo fator plaquetario 4.

A tromboplastina parcial (cefalina) utilizada no TTPA ¢ incapaz de
ativar a via extrinseca, que requer tromboplastina completa, isto €,
o fator tecidual. Por consequéncia, este teste ndo € afetado pela
deficiéncia de fator VII. A cefalina, também denominada de substituta
de plaqueta, ¢ composta por fosfolipides de origem animal ou vegetal
e ativador com carga negativa (silica, acido elagico ou caulim).
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A sua sensibilidade depende principalmente da composicao de
fosfolipides € menos do ativador utilizado. Porém, na deficiéncia
de pré-calicreina ou de cininogénio de alto peso molecular, o TTPA
apresenta-se normal se o reagente for ativado por dcido elagico.

O TTPA é mensurado, inicialmente, pela incubacédo da cefalina ativada
com plasma teste e apos 2 a 5 minutos € adicionado o cloreto de
calcio previamente aquecido a 37°C.

Materiais e Reagentes

Tubos de ensaio de vidro 12 x 75 mm

Micropipeta automatica (100 L)

Cefalina contendo um ativador (silica, caulim, acido elagico etc.)
Cloreto de calcio 0,025 M

Crondmetro

v Vv VvV VvV Vv Vv

Banho-maria a 37°C

Procedimento

100 pl do plasma citratado pobre em plagquetas no tubo de vidro.
100 ul de cefalina ativada.

Incubar a mistura a 37°C por 2-5 minutos (conforme instrugdo do
fabricante da cefalina).

100 pl de solucdo de cloreto de calcio 0,025 M preaquecida a 37°C.
Cronometrar o tempo de coagulacéo.
As provas deverdo ser realizadas em duplicata.
Resultados
Os resultados podem ser expressos em tempo de coagulacdo
(sequndos) e relacdo (R) do TTPA do plasma do paciente e TTPA do
plasma normal. Os valores de referéncia do laboratorio e do tempo de
coagulacdo do R devem ser calculados utilizando a média geométrica

de pelo menos 20 plasmas de doadores normais. Devem ser realizados
a cada mudanca de lote do reagente do TTPA.
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Os pacientes que apresentam sangramento e apenas prolongamento
do TTPA asuspeita ¢ de deficiéncia dos fatores VIII, IX, Xl ou presenca de
inibidor da via intrinseca. Nos casos em que o paciente nao apresenta
manifestacdo hemorragica, o prolongamento do TTPA pode ser
interpretado como presenca de inibidor inespecifico (anticoagulante
ltpico) ou deficiéncia dos fatores da fase de contato (XII, cininogénio
de alto peso molecular e precalicreina).

A investigacdo da causa do prolongamento do TTPA, assim como do
TP, pode ser realizada pelo estudo das misturas (1 parte de plasma
teste + 1 parte de PPN 1:1). Caso haja correcdo de mais de 50% da
diferenca existente entre os tempos de coagulacdo do plasma teste
e da mistura, sugere-se a deficiéncia de um fator. Caso contrario, a
auséncia de correcdo indica a presenca de um inibidor de um dos
fatores da coagulacéo, ou do tipo ndo especifico.

E importante salientar que quando houver a suspeita de inibidor
adquirido apenas a sua pesquisa pode ndo ser efetiva. Deve-se
utilizar diretamente o método de quantificacdo de inibidor (Bethesda
ou Bethesda modificado).

Por outro lado, niveis elevados de um fator podem compensar niveis
diminuidos de outros. Por exemplo, nivel elevado de fator VIII pode
levar a um TTPA normal na presenca de deficiéncias leves de fatores
IX ou XI. Assim, recomenda-se a determinacdo dos fatores da via
intrinseca sempre que o paciente apresentar historia pessoal ou

familiar sugestiva de coagulopatia, mesmo que o TTPA seja normal.

8.3 Tempo de Trombina - TT

O TT avalia o tempo em que o fibrinogénio se transforma em
fibrina, na presenca de uma quantidade padronizada de trombina.
0O teste € prolongado na presenca de heparina, altas concentracoes
de imunoglobulinas (por exemplo, na macroglobulinemia de
Waldenstrom), nas disfibrinogenemias (alteracio da fungdo do
fiorinogénio), na hipofibrinogenemia, na presenca de produtos
de degradacdo de fibrina e fibrinogénio e incoagulavel na
afibrinogenemia.
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Atrombina utilizada no TT deve ser de concentracdo aproximadamente
4 U/ml para a obtencdo do tempo normal de aproximadamente 20
segundos. Assim, o teste tera sensibilidade suficiente para detectar
anormalidades leves do fibrinogénio.

Material e reagentes

» Tubos de vidro 12 x 75 mm

» Solucdo fisiologica, caso haja necessidade de diluicdo da

trombina
» Trombina 4 U/ml (humana ou bovina)
» Micropipetas automaticas (100 pL e 200 pL)
» Cronbmetro
» Banho-maria a 37°C
Técnica

Colocar 200 pl do plasma citratado pobre em plaquetas (PPP), no
tubo de vidro.

Incubar a 37°C por 60 segundos.

Adicionar 100 pL da trombina.

Cronometrar o tempo de coagulagéo.

As provas deverdo ser realizadas em duplicata.

Obs.: A solucdo mae de trombina pode ser mantida congelada, mas a
solucdo de trabalho deve ser descartada apds uso.

O TT € um teste de alta sensibilidade a presenca de heparina, sendo
utilizado para deteccdo de heparina ndo fracionada contaminante de
amostras colhidas de cateter de longa permanéncia, mantidos com
heparina. Neste caso, o TT € incoagulavel e o TTPA prolongado, devendo
ser feita nova coleta, de preferéncia emsitio distante do vaso cateterizado.
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9 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS
COAGULOPATIAS HEREDITARIAS

9.1 Diagnostico laboratorial da doenca de von Willebrand

9.1.1 Introducao

A doenca de von Willebrand (DVW) ¢ a mais frequente entre as
doencas hemorragicas congénitas descritas. E resultante de alteracdo
quantitativa ou qualitativa do fator von Willebrand (FVW), uma
proteina plasmatica de adesdo essencial na hemostasia primaria com
trés importantes funcoes. A primeira delas € a de se ligar as estruturas
expostas do subendotélio e subsequentemente as plaquetas, por meio
do complexo de receptores plaquetarios GPIb-IX-V. Essa interacdo
inicia a hemostasia primaria, principalmente em condi¢des de alto
fluxo vascular (alta forca de cisalhamento).

A sequnda funcdo é a ligacdo entre as plaquetas (agregacéo
plaquetaria) através dos receptores GPIlb-Illa plaquetarios, também
em condicOes de alta forca de cisalhamento.

E a outra funclo esta relacionada a hemostasia secundaria. 0 FVW
liga-se ao FVIII:C circulante transportando, protegendo-o do fator da
inativacao.

Por apresentar diferentes expressdes fenotipicas com sinais e sintomas
de intensidade variavel a DVW foi classificada em 1993 com base na
mutacdo genética como alteracdo quantitativa e qualitativa.

De acordo com a Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia
(ISTH) a DVW ¢ classificada em trés diferentes tipos (tipos 1, 2 e 3),
sendo que o tipo 2 apresenta quatro diferentes subtipos (2A, 2B, 2M
e 2N).

Alteracdo quantitativa: tipo 1 - deficiéncia parcial do FVW (a
mais frequente). Os pacientes com DVW do tipo 1 podem apresentar
sangramento de intensidade leve a moderada. O fenotipo heterogénio
deve-se a 3 subtipos: tipo1 “plaqueta normal” (quantidade e funcédo
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normal de FVW intraplaquetario) ; tipo 1 "plaqueta baixa" (baixa
quantidade do FVW, mas com fungdo normal); tipo 1 "plaqueta
discordante” (quantidade normal de FVW com funcéo diminuida).

Alteracao quantitativa: tipo 3 - niveis plasmaticos e plagquetarios
indetectaveis do FVW, o que ocasiona manifestacoes hemorragicas
graves.

Alteracdo qualitativa: tipo 2, subdivide-se em - subtipo 2A
(reducédo da fungdo dependente de plaquetas, associada & auséncia
dos multimeros intermediarios e de alto peso molecular); subtipo
2B (maior afinidade pela GPlb da plaqueta e auséncia dos altos
pesos moleculares); subtipo 2M (reducdo da funcdo dependente
de plaquetas ndo associada a perda dos multimeros de alto peso
molecular); subtipo 2N - Normandy (perda da afinidade de ligacdo
ao fator VIII:C).

Além do diagnostico adequado da DVW a identificacdo do tipo
da doenga € muito importante, uma vez que tem implicacoes
terapéuticas.

A confirmacdo da suspeita da DVW ¢ realizada pelo laboratorio
por um processo que engloba um painel abrangente de diferentes
testes € ndao por um unico especifico. A variedade de testes para o
diagnostico e a classificacdo da doenca muitas vezes gera resultados
nao compativeis, dada a diferenca de sensibilidade de deteccdo e
reprodutibilidade entre os testes.

9.1.2 Diagndstico

O diagnostico de DVW ¢é feito em trés etapas: 1 - identificacdo do
paciente com possivel DVW, baseado na histdria clinica, nos sinais e
nos sintomas e em testes laboratoriais; 2 - diagnostico e definicdo
do tipo de doenca de von Willebrand; 3 - caracterizacdo do subtipo
de doenca.
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9.1.3 Testes laboratoriais

O painel de triagem para o diagnostico consiste da determinacao
do FVW antigeno (FVW:Ag) que avalia a quantidade presente no
plasma, a determinacéo da atividade FVW (Cofator da Ristocetina ou
FVW:Atividade) para avaliar a capacidade da proteina em se ligar as
plaquetas. Como o FVW transporta o fator VIII:C a atividade do fator
coagulante deve ser também determinada.

Testes de Triagem

Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)
Determinacao do FVIII:C
Determinacao do FVW:Ag

Determinacdo da funcdo do FVW (FVW:RCo; FVW:Ativ;
FVW:CB)

E importante salientar que o diagndstico laboratorial da DVW
¢ realizado com os testes descritos anteriormente, porém a
diferenciacao dos subtipos 2A, 2B, 2M e 2N requer testes adicionais.

v Vv Vv WV

Testes adicionais

» Agregacdo plaquetaria com Ristocetina em baixas doses
(RIPA)

» Ligacdo FVW ao fator VIII:C
» Distribuicao dos multimeros do FVW

» Sequenciamento do gene do FVW

9.1.3.1 Testes de Triagem

9.1.3.1.1 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado - TTPa
O TTPa € o teste de triagem dos fatores da via intrinseca da coagulagdo.
E utilizado como teste de triagem na DVW por ser sensivel a diminuicao

do fator VIII:C. Nos tipos e subtipos da doenca em que apresentam
baixos niveis do FVW ¢ detectado o prolongamento do teste.
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A técnica de execucdo do TTPa foi descrita no Capitulo 8, secao 8.2.
Interpretacao

Na DVW o TTPa pode estar normal ou prolongado, depende dos niveis
plasmaticos de fator VIII:C. Nas formas mais graves do tipo 1, tipo 3
e subtipo 2N ocorre o prolongamento do teste.

9.1. 3.1. 2 Determinacdo da atividade do fator VIII:C

Usualmente a determinacédo da atividade do fator VIII:C é realizada
pelo método coagulométrico de um estagio, baseado na geracdo de
trombina induzida por adicdo de cefalina ativada, cloreto de calcio
(TTPa) e plasma deficiente em fator VIII:C. Este método € descrito no
Capitulo 9, secdo 9.2.1.2.

Interpretacao

Na DVW do tipo 3, os niveis plasmaticos do fator VIII:C sdo muito
baixos (1% a 5%) devido a grande reducdo ou auséncia da sua
proteina transportadora. Ja a DVW do tipo 1, os niveis de fator VIII:C
sao ligeiramente mais elevados em relacdo ao FVW:Ag. No tipo 2
(exceto o tipo 2N com fator VIII:C diminuido),os niveis de fator VIII:C
sao duas a trés vezes maior que a atividade do FVW.

9.1.3.1.3 Determinacdo do FVW:Ag

A determinacdo da concentracdo plasmatica do FVW:Ag ¢ essencial
para o diagndstico da DVW. A determinacdo deve ser acurada, caso
contrario, a distincdo entre os defeitos quantitativos e qualitativos
torna-se praticamente impossivel.

Atualmente, diferentes métodos imunologicos estdo disponiveis,
porém com diferentes sensibilidade e especificidade.

0 método de imunoeletrodifusdo foi o primeiro a ser desenvolvido
para a quantificacdo de FVW:Ag, mas devido a baixa reprodutibilidade
foi abandonado e substituido pelo método imunoldgico ELISA, mais
sensivel, reprodutivel e melhor padronizado. E considerado padrao
ouro para determinacao do FVW:Ag.
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Com o0 avanco da tecnologia, varias marcas de equipamentos foram
incrementadas com o sistema de leitura turbidimétrica, possibilitando
0 uso de particulas de latex sensibilizadas com anticorpos especificos.
Com isso o mercado disponibilizou varios reagentes com base no
método de automated latex immunoassay (LIA) para a deteccdo
quantitativa do FVW.

De acordo com a literatura, a quantificacdao do FVW:Ag por LIA
apresenta sensibilidade e especificidade comparaveis ao método de
ELISA, porém de rapida determinacdo possibilitando a avaliacao de
uma unica amostra em situacao de urgéncia.

Os laboratorios que nao dispdem equipamentos de leitura
turbidimétrica tém como alternativa o método ELISA in house
(econdmico, mas laborioso) ou kits comerciais.

Método ELISA in house

Principio

A reacdo do anticorpo capturante (anticorpo especifico anti-FVW)
com o antigeno de FVW e um segundo anticorpo ligado a enzima
peroxidase (anticorpo secundario). Quando é formado o complexo
equimolar anticorpo capturante - antigeno - anticorpo secundario,

na presenca de um substrato especifico, ocorre o desenvolvimento
de cor que € diretamente proporcional a concentracao do antigeno.

Tampdes

» Tampao Carbonato 0,05 M pH 9,6

Tampao fosfato salino 0,01 M pH 7,2

» Carbonato de SOdi0.........correrrreerernnee. 1,59 g

» Carbonato de hidrogénio sodico......... 293¢
P AzZida SOAICA e 0,20 ¢

» Agua destilada §.5.p.cse 1.000 mL
4

4

Fosfato de dihidrogénio sOdiCO...rrrrrreeeenn. 0,345 g
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Fosfato de hidrogénio dissodico 12H,0....... 2,680 g

ClOreto de SOUI0. mmereereeereeeeeeseeeseeeseeenens 8,474 g

Agua destilada g.5.p..ereeesesesre 1.000 mL

PBS Tween 20 —----—-mmmmm e 1 mL/L
Tampdo fosfato citrato 0,1 M pH 5,0

ACIO CHIICO oot 730 g

Fosfato de hidrogénio dissodico 12H,0.... 23,87 g

Agua destilada 5.0 1.000 mL

Solugéo Substrato

Dissolver 80 mg de 1,2 orto fenilenodiamina dicloro em 15 mL de
tampdo fosfato citrato e 10 pL de peroxido de hidrogénio 20 volumes.

(Preparar a solucdo imediatamente antes do uso).

Outros materiais

»

Método
1.
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Anticorpo policlonal antifator von Willebrand (anticorpo
primario)

Anticorpo antifator von Willebrand conjugado com
peroxidase

Microplacas descartaveis de fundo em U

Lavadora e leitora de microplaca

Solucdo de acido sulfurico a 10%

Adicionar 100 ulL de anticorpo primério diluido 1/1.000
em tampdo carbonato em cada orificio que sera utilizado.
Incubar a microplaca por uma hora em temperatura
ambiente em camara umida.

Durante o tempo de incubacdo diluir o plasma calibrador
(1/20; 1/30; 1/40; 1/50; 1/80; 1/160 e 1/320) e o plasma



10.

11.

teste (1/20; 1/40; 1/80 e 1/160 para niveis normais e 1/5
para valores esperados mais baixos) em PBS Tween 1 mL/L.

Lavar quatro vezes a microplaca com PBS Tween 0,5 mL/L.

Adicionar 100 uL de cada uma das dilui¢dées nos orificios,
incubar por uma hora e em sequida lavar a microplaca nas
mesmas condigoes.

Adicionar 100 pL do anticorpo secundario conjugado com
peroxidase diluido 1/1.000 em PBS Tween 1 mL/L em cada
orificio da microplaca.

Preparar o substrato e manté-lo no escuro, envolto em
papel de aluminio. Nesse momento adicionar o peroxido de
hidrogénio.

Ligar a leitora de microplaca.

Lavar duas vezes a microplaca com PBS Tween 0,5 mL/L e
uma vez com tampéo fosfato citrato.

Adicionar 100 ulL da solucéo de substrato em cada orificio
da microplaca e incuba-la em temperatura ambiente em
camara Umida por aproximadamente seis minutos (até a cor
ficar visivel na menor dilui¢do da curva padrio).

Parar a reacao por adi¢do de 100 pl da solucdo de acido
sulfurico 10% em cada orificio onde o substrato foi
adicionado. Caso seja utilizada a micropipeta multicanal,
¢ conveniente adicionar o substrato em cada fileira da
microplaca em intervalo de dez segundos e entdo adicionar
0 acido sulfurico nas mesmas condicoes.

Leitura da densidade optica (DO) a 492 nm.
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Os resultados sdo obtidos pela plotagem da DO versus diluicoes em
escala duplamente logaritmica ou logaritmica/linear.

Adiluicdo 1/20 pode ser considerada arbitrariamente 100%, a diluicio
1/40 considerada 50% e assim por diante.

A correcdo do valor da amostra teste:

Ex.: Caso o valor real do calibrador seja 85% e a amostra teste
calculada a partir da curva de calibragao for 79,

{100 JE——— 7
] J—— X X =6% (valor real da amostra teste)
Interpretacao

Varios fatores podem influenciar os niveis plasmaticos do FVW:Ag,
tais como: grupo sanguineo ABO, identidade étnica, idade avancada
e gravidez. Individuos do grupo sanguineo O apresentam reducdo de
FVW:Ag de 20%-30% comparado aos individuos nao 0. Também foi
descrito que africanos-americanos apresentam niveis mais elevados
de FVW:Ag em relacdo aos caucasianos. Exercicios fisicos e estresse
podem elevar o FVW:Ag e consequentemente mascaram o diagnostico
da DVW, principalmente do tipo |. Portanto, em casos de pacientes
que apresentam niveis plasmaticos normais, mas com manifestacao
hemorragica mucocutanea efou historia familiar positiva, a suspeita
da doenca ndo deve ser excluida e o teste deve ser repetido em outras
ocasides.

Na DVW do tipo 1 o nivel plasmatico do FVW:Ag pode estar leve ou
moderadamente reduzido, do tipo 3 € indetectavel ou muito baixo
(<5%). Ja os subtipos 2A, 2B e 2M apresentam niveis reduzidos ou
normais. No caso da DVW do tipo 2N geralmente o FVW:Ag encontra-
-se normal.
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9.1.3.1.4 Testes de funcao do fator von Willebrand

O primeiro método desenvolvido para a avaliacdo da funcdo do FVW
foi o cofator de ristocetina (FYW:RCo), em 1975. O teste baseia-se
na aglutinacdo de plaquetas normais, lavadas e formolizadas na
presenca do antibiotico ristocetina, que promove mudancas de
conformacdo na molécula do FVW para melhor ligar o dominio A1
a GPIb da plagueta. A aglutinacdo das plaquetas pode ser detectada
com o auxilio de agregdbmetro de leitura Optica, ou visualmente para
os laboratdrios que ndo dispoem do equipamento citado.

As principais limitacoes do FVW:RCo incluem o tempo, a complexidade
de execucdo e a imprecisdo. O coeficiente de variacdo do teste pode
variar de 10% a 409, tanto com o auxilio de equipamento quanto o
método de leitura visual.

Teste cofator de ristocetina (FVW:RCo) - método agregométrico
Principio

0 teste FVW:RCo ¢é realizado na presenca de plaquetas humanas
normais lavadas e fixadas com formalina. As plaquetas tratadas sdo
adicionados os plasmas teste ou referéncia, em varias diluicoes, e a
ristocetina em concentracdo constante. A reacao de aglutinacdo das
plaquetas € detectada por auxilio do agregémetro de sistema optico.

A maioria dos laboratorios que empregam essa metodologia tem
adquirido kits comerciais que incluem plaquetas formolizadas e
liofilizadas, plasmas calibrador, normal e patoldgico e a ristocetina.
Mas ha aqueles que preferem preparar as plaquetas in house, técnica
que apesar de trabalhosa é de baixo custo. A partir do método de
Mcfarlane, alguns autores fizeram modificacOes para assegurar
maior tempo de estoque sem comprometimento da funcdo das
plaquetas formolizadas.
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Preparo das plaquetas formolizadas

Solucdes e reagentes

Solucdo ACD pH 4.5
Citrato de sodio di-hidratado..... 10 g
Acido citrico mono-hidratado.... 6 g
DEXTIOSC.oumrreeerrerreeernserneeees 8¢

IOV ¢S —— 400 mL

Solucgdes estoques de Tyrode (se mantidas a 4°C, podem ser
conservadas por 2 meses)

Estoque |
NaCl.............. 169
[ 049
NaHCO, ........ 2g

H,0 g.s.p. .... 100 mL

Estoque Il
MgCl,.6H,0 ......... 2,033 g (0.1M)
H,0 0.5.p. covrreve 100 mL
Estoque Il

CaCl,.6H,0 ...... 2,191 g (0.1M)
I OVESN C— 100 mL
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Tampao Plain Tyrode pH 7.35
Solugdo estoque | ..... 5mlL
IOV N o — 100 mL
Solucdo de albumina bovina (BSA)
Albumina DOVING e, 1759
Solugdo fisiologica (NaCl 0.9%........... 100 mL

Estocar a -80°C em aliquotas de TmL

Creatinina Fosfo Quinase (CPK) tipo | de musculo de coelho -
frasco de 500 U (liofilizado)

Fosfocreatina (CP) 500 mM

Preparar em Tyrode Plain, aliquotar varios tubos com 500 pl e manter
a-20°C.

Mistura de CP + CPK (imediatamente antes do uso)

500 U CPK + 500 pl CP.

Heparina 5.000 U (manter aliquotas a -20°C)
Formaldeido 37%

Tampio de lavagem das plaquetas pH 7.35 (solucéo A)

Estoque | .. 2,5 mL
Estoque Il ........... 0,5 mL
Estoque Il ........... 1,0 mL
Dextrose ... 0,05¢g

BSA 17.5% ........... 1,0 mL
H20 q.5.p. weeeeeeeeeens 50 mL

HCI 0.5N para o acerto do pH
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Ta

Ta

mpao de lavagem tipo |

Solucdo A ... 30 mL
Heparina ... 0,3 mL
CP/CPK .............. 0,3 mL

Preparar na hora do uso e manter a 37°C

mpao de lavagem tipo Il
Solucdo A ....eeeees 20 mL
CP/CPK ... 0,2 mL

Preparar na hora do uso e manter a 37°C

Procedimento de lavagem das plaquetas

50

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

Centrifugar o concentrado de plaquetas a 1.500 g por um
minuto a temperatura ambiente para retirada de hemacias
contaminantes da bolsa.

Centrifugar o concentrado durante 15 minutos, 1.500 g a
temperatura ambiente.

Durante o tempo de centrifugacdo, preparar os tampdes de
lavagem | e Il.

Descartar o sobrenadante utilizando bomba de vacuo e
ressuspender as plaquetas (sem formacdo de bolhas) no
tampao de lavagem do tipo | (30 mL) e manter a 37°C por
10 minutos.

Centrifugar as plaquetas incubadas no tampdo de lavagem
do tipo I por 15 minutos a 1.500 g a 37°C.

Descartar o sobrenadante e ressuspender o botdo plaquetario
no tampao de lavagem do tipo 1l (20 mL).



Obs.: Caso o botdo plaquetario ainda estiver contaminado com
hemacias, tentar retira-las.

8.
9.

14.
15.

20.

21.

Incubar por 10 minutos a 37°C.

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

. Adicionar 20 ml de formaldeido 2% apos os 10 minutos

de incubacdo das plaquetas ressuspensas no tampao de
lavagem do tipo Il.

. Incubar a mistura por 60 minutos a 37°C (Obs.: Certificar-se

de que o nivel de agua do banho-maria cobre todo o volume
da mistura).

. Apos o tempo de incubacéo, deixar em geladeira até o dia

sequinte.

. O conteudo ¢ transferido para dois tubos de 20 mL e se apos

o dia sequinte houver sedimentacdo de hemacias, tentar
despreza-las com o auxilio de ponteira plastica.

Completar com Tampao Plain Tyrode até 50 mL.

Centrifugar por 15 minutos a 1.500 g a temperatura
ambiente.

. Desprezar o sobrenadante e ressuspender em 50 ml de

Tampao Plain Tyrode (PT).

. Centrifugar a 1.500 g por 15 minutos a temperatura

ambiente.

. Desprezar o sobrenadante e ressuspender as plaquetas em

50 mL de PT.

. Centrifugar a 1.500 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
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devem conter entre 2,5 milhdes a 3 milhdes de plaquetas/
mm3).

22. Adicionar azida sodica 10% na proporcdo de 10 pL para
cada mililitro de suspensao de plaquetas.

23. Essa preparacgao ¢ estavel por dois 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/mm3 para
a execucao do teste.

FvW:RCo método visual

O meétodo apresentado a seguir ¢ uma associacdo do ensaio
microscopico de aglutinacdo e a técnica de fixacdo das plaquetas,
descrita por Evans e Austen para os laboratorios que nao dispdem de
equipamento de agregacdo plaquetdria (agregdémetro).

Reagentes necessarios

Ristocetina

Albumina bovina

Formaldeido 36%

EDTA dissodico

Cloreto de sodio

Fosfato de hidrogénio disodico (Na2HPQ4)

Fosfato de sddio di-hidrogenado di-hidratado
(NaH2PO4 . 2 H20)

» Citrato trissodico

v Vv VvV VvV Vv VvV VY

52



Quadro 2 - Soluctes utilizadas para o preparo das plaquetas fixadas

- 8,5 g NaCl

S1 - Solugio de 2 g EDTA dissodico

DA O - H,0 destilada g.s.p. 1.000 mL
Acertar o pH da solucdo em 6,4
- 20 mL de solucédo de formaldeido a 40% ou 22,2 mL de solucdo de
formaldeido a 36%
- 0,2 g EDTA disddico
- 8,59 NaCl
S2 - Solugéo
de fixagdo das  ~ 0.4 g Na,HPO4
plaguetas ~ 1,1 g NaH,P04
- H,0 destilada g.s.p. 1.000 mL
Acertar o pH em 6,4
- 1 parte de citrato trisodico 3,8%
S3 - Solugdo
de lavagem das - 5 partes de solugdo fisioldgica
plaquetas

Acertar o pH em 6,4
S4 - Solugdo de
ressuspensao A mesma solucgdo de lavagem, mas acertar o pH em 7,4
das plaquetas
- 0,2 g EDTA disddico

-85 g NaCl
S5 - Solugéo de

estocagem das - 0,1 g azida sodica

plaguetas
- H,0 destilada g.s.p. 1.000 mL

Acertar o pH da solucdo em 6,4

Fonte: (KITCHEN; MCCRAW; ECHENAGUCIA, 2010).
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Procedimento de fixacado e lavagem das plaquetas

4

Coletar o sangue em citrato de sodio 0,109 M e preparar o
plasma rico em plaquetas (PRP), centrifugar o sangue total
citratado a 150 g por 10 minutos.

Transferir o PRP para um tubo plastico, tampar, deixar em
repouso a temperatura ambiente por uma hora.

Misturar nove partes do PRP com uma parte de solucdo de
EDTA (S1) e deixar por dez minutos a temperatura ambiente.

Adicionar o mesmo volume contido no tubo de solucédo de
fixacdo (S2) e manter a 4°C overnight.

Centrifugar a 280 g por 20 minutos.
Descartar o sobrenadante.

Ressuspender as plaquetas em 2% do volume inicial do PRP
com o tampdo de lavagem (S3).

Acrescentar solucdo de lavagem um volume equivalente a
25% do volume inicial do PRP.

Manter as plaquetas ressuspensas a 4°C por uma hora.

Centrifugara 280 g por 20 minutos, descartar o sobrenadante,
ressuspender as plaquetas com a solugdo de suspensao
para o uso imediato. Se ndo for utilizar imediatamente,
ressuspender as plaquetas com solucdo de estoque e manter
a 4°C até o uso.

A concentracdo de ressuspensao das plaquetas deve ser de
aproximadamente 800 x 109 plaquetas/L.

Obs.: As plaguetas estocadas a 4°C naturalmente sedimentam.
Antes de iniciar o experimento, remover a solucdo estoque por
centrifugacdo e reconstituir, com igual volume, de solucdo de
suspensao (54). As plaquetas fixadas e mantidas a 4°C tém estabilidade
de aproximadamente dois meses.
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Preparo da Ristocetina e Albumina
Solucao de Ristocetina

» 100 mg de ristocetina sdo diluidos em 3,3 mL de solucédo
fisiologica - solucdo estoque (concentracéo final de 30 mg/ml).

» Solucdo estoque € congelada imediatamente a -70°C em
volumes de 100 pL.

» Solucédo de uso: 0,65 mL de solucéo fisioldgica mais 0,TmL
de solugdo estoque (concentracdo final de 4 mg/ml) -
ristocetina de uso.

Solucédo de albumina bovina

» Preparar a solucdo de ressuspensdo da albumina (tampao
citrato-salina): uma parte de citrato trissodico 0,11M e cinco
partes de solucdo fisiologica.

» Preparar a aloumina a 6% em tampéo citrato-salina (20 mL
de tamp3o citrato-salina e 1,2 g de albumina bovina).

Procedimento do teste

» Diluir o plasma referéncia e plasma testes com o tampao
albumina

- Plasma referéncia: 1/2 (100%); 1/4 (50%); 1/8 (25%).

- Plasmas testes: 1/2; 1/4; 1/8.
Realizar o teste em temperatura ambiente para cada uma das
diluicoes:
Em um tubo de vidro adicionar:

- 0,2 mL de plaquetas lavadas e fixadas na concentracdo
citada anteriormente.

- 0,1 mLde plasma diluido.

Homogeneizar, evitando a formacéo de bolhas.

- Adicionar 0,1 mL de ristocetina de uso.
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Obs.: a concentracéo final de ristocetina na reacao sera de 1 mg/
mL.

- Acionar o crondmetro e inclinar o tubo de um lado para o outro
até a visualizagdo da formagdo do aglutinado de plaquetas.

Obs.: para a melhor visualizacdo da formacdo do aglutinado, colocar
0 tubo sobre um fundo escuro e ao lado de uma fonte luminosa.

- Registrar o tempo em que se formou um aglutinado visivelmente
grande.

- Fazer cada diluicdo em duplicata, ou em triplicata quando a
diferenca entre os tempos for maior que 10%.

Controle: 0,2 mL de plagquetas fixadas + 0,1 mL ristocetina + 0,1
mlL tampdo albumina deve ter tempo de aglutinacdo maior que 60
segundos.

Calculos
Utilizar papel em escala log-log de dois ciclos.

Plotar os tempos de aglutinagdo das diversas dilui¢oes do plasma de
calibracado versus a concentracao.

A atividade do cofator de ristocetina do plasma teste € obtida a partir
da curva calibracao e corrigida pela diluigdo.

Valor de referéncia

0 valor de referéncia deve ser estabelecido em cada laboratorio, mas
geralmente encontra-se entre 50% e 150%.

Interpretacao

A atividade do FVW, no tipo 3 da DVW ¢ indetectavel devido a
auséncia ou a baixa quantidade do FVW:Ag. Nos pacientes com
estrutura normal do FVW (tipo 1), os valores sio proporcionais aos do
FVW:Ag. Niveis plasmaticos de FVW:RCo desproporcionais em relacdo
aos de FVW:Ag (relacdo < 0.70) sdo caracteristicos do tipo 2 da doenca
com excecao do 2N.
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A determinagdo funcional do FVW € um teste muito importante para o
diagnosticode doenca de von Willebrand. Porém, a falta de reprodutibilidade
e sensibilidade aos baixos niveis plasmaticos nas técnicas agregométrica e
manual de cofator de ristocetina, implica diagndsticos ndo confidveis com
necessidade de inumeras repeticdes para a confirmacdo dos resultados,
principalmente nos casos de DVW leve.

Com o intuito de melhorar a acuracia no diagndstico da DVW, novos
testes funcionais foram desenvolvidos.

1. Ligacdo do FVW ao Coldgeno (FVW:CB).

2. Testes de atividade do FVW (FVW:Ativ), baseados nos ensaios
imunologicos, ELISA, e Aglutinacdo com particulas de latex
(LIA) utilizando anticorpos monoclonais direcionados ao
dominio A1 damoléculade FVW,sitio ligante da Glicoproteina
lb plaquetaria.

Nos ultimos anos, a automacao alcancou grande popularidade na
determinacdo da funcao do FVW por apresentar boa reprodutibilidade,
sensibilidade e rapidez na obtencdo dos resultados. Alguns deles
substituiram as plaquetas formolizadas por particulas de latex com
fragmentos recombinantes de GPlb, dependentes ou ndo da presenca
de ristocetina como agente indutor de ligacao.

Ligacdo fator von Willebrand - colageno (FVW:CB)

Como ja foi descrito anteriormente, uma das funcoes do FVW na
hemostasia primaria € atuar como mediador entre as plaquetas e o
subendotélio.

O teste FVW:CB mede especificamente a ligacdo do colageno ao
dominio A3 do fator von Willebrand, por técnica de ELISA. Assim como
o cofator de ristocetina, os resultados do FVW:CB sdo dependentes
do tamanho dos multimeros do FVW, sendo que os maiores se ligam
mais avidamente em relacdo aos menores.

A alteracdo da ligacdo colageno-FVW associada a mutacdo no
dominio A3 do FVW, independente de tamanho do multimero ndo
altera o FVW:RCo e assim a doenca nao € detectada, a menos que seja
realizado o teste FVW:CB. Alguns autores recomendam a realizacdo
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dos dois testes sempre, embora a maioria dos laboratorios realize
apenas um deles.

Quanto a sensibilidade em detectar a DVW e discriminar os seus
subtipos, de acordo com varios estudos, dependem da fonte de
colageno utilizado no ensaio (colageno tipo | e a mistura dos tipos |
e ).

0 FVW:CB é utilizado como teste complementar do FVW:RCo e
FVW:Ag ndo so para a diferenciacdo dos subtipos 2A e 2M, mas
também os subtipos 2A e 2B.

O teste pode ser realizado com o auxilio de kits comerciais disponiveis
no mercado ou fabricados in house.

A técnica apresentada a sequir foi desenvolvida originalmente por
Brown e Bozak e modificada por Favaloro E. J.

Principio
0 FVW do plasma teste liga-se ao colageno ligado aos orificios da
microplaca de ELISA (previamente sensibilizada).

A segunda reacdo € a ligacdo dos multimeros do FVW, capturados
pelo colageno, ao anticorpo secundario anti-FVW conjugado a
enzima peroxidase. A atividade de ligacdo € determinada por adicdo
do substrato especifico da enzima. A intensidade de cor desenvolvida
na reacdao € proporcional a quantidade de multimeros de alto peso
molecular presente no plasma teste.

Atualmente, estdo disponiveis algumas marcas de kits.
Método
Reagentes e materiais

» Colageno tipo |

» Anticorpo de coelho antifator von Willebrand humano
conjugado com peroxidase

» TRIS basico
» NaCl
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> Tween 20
> Albumina

> Citrato trissddico

» Na2HPO4

» H3PO4

»  H202 30%
> H2504 3M

» Orto-diamino-fenileno (1,2-benzenodiamino) - OPD
»  Microplaca com 96 orificios

» Micropipetas de 1.000 uL; 200 pL

» Micropipeta multicanal 200 pL

Tampdo de cobertura (sensibilizacdo da microplaca de ELISA) pH
=74

TRIS basico ............ 20 mM
NaCl oo 100 mM
Albuming ... 5%

Tampao de lavagem da placa pH=7.4

TRIS HCI 20 mM
NaCl . 100 mM
Tween 20 .. 0,1 %
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Tampao do substrato OPD pH = 5.5 reajustado com H3P04

Citrato trissodico ..... 22 mM
Na2HPO4 ... 50 mM

Procedimento

1.

AR R

6.
7.

Revestir a microplaca com 110 ul da solucéo de colageno (25
ug/mb).

Incubar por 18 horas a temperatura ambiente.
Lavar a placa trés vezes com o tampdo de lavagem.
Revestir a microplaca com 220 plL de tampdo de cobertura.

Agitar 150 rpm por 1 hora a temperatura ambiente em
agitador do tipo Kline.

Lavar a microplaca trés vezes com o tampao de lavagem.

Preparar as amostras e a curva referéncia.

Curva referéncia

Diluir o plasma referéncia com o tampéo de dilui¢do

1:50 (10 pL do plasma + 490 uL de tampéao de diluicéo)
1:100 (100 uL 1:50 + 100 pL de tampéao de diluicéo)
1:200 (100 pL 1:100 + 100 pL de tampéo de diluicéo)
1:400 (100 pL 1:200 + 100 pL de tampéo de diluigdo)
1:800 (100 pL 1:400 + 100 pL de tampéo de diluigdo)
1:1.600 (100 pL 1:800 + 100 pL de tampéo de dilui¢do)
1:3.200 (100 pL 1:1.600 + 100 pL de tampéo de diluicdo)

Diluicdo das amostras teste

Caso os niveis do FVW:Ag da amostra teste forem normais, diluir
1:100 e 1:200 com o tampao de diluicao.
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Caso os niveis do FVW:Ag da amostra teste forem baixos, diluir 1:50
e 1:100 com tampao de diluicdo .

Caso os niveis do FVW:Ag da amostra teste forem muito baixos, diluir
1:20 e 1:40 com tampao de diluicdo.

Caso os niveis do FVW:Ag da amostra teste forem muito altos, diluir
1:200 e 1:400 com tampao de diluicdo

8. Adicionar na microplaca, em duplicata, 100 pL de cada
diluicdo do plasma referéncia e das amostras teste.

9. Incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

10. Lavar a microplaca trés vezes com tampao de lavagem.
Preparar o anticorpo secundario
Diluir o anticorpo secundario com o tampao de dilui¢do (1 pg/mL)

11. Adicionar em todos os orificios 100 pL de anticorpo
secundario diluido.

12 Incubar a placa por 1 hora a temperatura ambiente sob
agitacdo (150 rpm).

13. Lavar a microplaca trés vezes com tampao de lavagem.

Preparar o substrato cromogénico (no momento do uso)

Solugdo de OPD - 400 pg/mL em tampéo do substrato cromogénico.

Adicionar 5 pL de H202 para cada 12,5 mL de solucdo de OPD.

14. Adicionar 100 pL do substrato em todos 0s pogos.

15. Incubar a microplaca ao abrigo de luz por aproximadamente
20 minutos.

16. Parar a reacdo com adicao de 50 ul de H25S04 3M em todos
0S POGOsS.
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17. Apos 15 minutos fazer a leitura colorimétrica a 492 nm.

18. Calcular a porcentagem do FVW:CB a partir da curva
referéncia tracada em papel mono-log (atividade versus
densidade optica).

Interpretacao

Os pacientes com mutacdo no dominio A3 do fator von Willebrand
apresentam a relacdo dos testes FVW:CB/FVW:Ag desproporcional
(<0.7) e proporcionalidade na relacdo FVW:RCo/FVW:Ag (0.7 - 1.2).

A DVW do subtipo 2A apresenta relacdo FVW:CB/FVW:Ag e relacdo
FVW:RCo/FVW:Ag menor que 0.7. A desproporcionalidade deve-se a
auséncia dos multimeros de alto peso molecular.

0 subtipo 2M (presenca de todos os multimeros) apresenta a relagéo
FVW:CB/FVW:Ag proporcional, e desproporcionalidade na relacdo
FVW:RCo/FVW:Ag, uma vez que o defeito se encontra no dominio A1.

9.1.3.2 Testes especiais

9.1.3.2.1 Aglutinacao plaquetaria com ristocetina (ristocetin—

induced platelet aglutination ou RIPA)

0 ensaio ¢ tipicamente a aglutinacao plaquetaria utilizando amostra de
sangue fresca do paciente com ristocetina em duas ou mais concentracoes
(06 e 1,2 mg/mL). Pode ser realizado em sangue total (sistema de
impedancia) ou por sistema optico com plasma rico em plaquetas (PRP).

O teste RIPA avalia a interacdo do FVW e do receptor Ib das plaquetas
e a sensibilidade € dependente do nivel plasmatico e funcao do FVW.
Pacientes com DVW do tipo 3 as plaquetas ndo aglutinam mesmo
em altas concentracées (acima de 2,0 mg/ml), devido a auséncia do
FVW, enquanto que os pacientes com DVW do tipo 1 podem apresentar
aglutinacdo normal ou diminuida dependendo dos niveis plasmaticos
do FVW.
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O teste RIPA é pouco sensivel a deficiéncias quantitativas, leves e
moderadas do FVW. Pacientes com niveis plasmaticos acima de 15%
apresentam aglutinacdo normal. Plaquetas de pacientes com tipo 1
grave (<15% de FVW:Ag) e 2A tendem a aglutinar em concentracbes de
ristocetina acima de 1,2 mg/mL Contrariamente, individuos com o tipo 2B
e pseudo von Willebrand apresentam resposta de aglutinacdo aumentada
em concentragdes abaixo de 0,6 mg/mL de ristocetina.

A avaliacdo da resposta de aglutinacdo plaquetaria na presenca de
ristocetina tem sido motivo de duvidas. O resultado € baseado na
velocidade de aglutinagdo que ocorre na primeira onda (slope) ou na
amplitude maxima. A agregacéo secundaria (sequnda onda de agregagéo)
€ independente da resposta a ristocetina e ndo deve ser valorizada.

Cada laboratorio deve estabelecer os proprios valores de referéncia
de amplitude de agregacdo para as duas concentracoes de ristocetina
utilizadas (1,2 mg/mL e 0,6 mg/mL).

9.1.3.3 Diferenciacao laboratorial entre DVW 2B e pseudo
von Willebrand

As doencas de von Willebrand do subtipo 2B e pseudo von Willebrand
ou von Willebrand plaquetario sdo hereditarias com padroes
fenotipicos e sintomas clinicos semelhantes, mas com diferentes
etiologias.

A DVW do subtipo 2B esta associada a mutacdes que levam a um
ganho de funcdo do fator von Willebrand. Essas mutagdes aumentam
a ligacdo do FVW ao receptor plaquetario Ib resultando na interacdo
espontanea do FVW e plaquetas, na circulacdo, o que ndo ocorre com
FVW normal. Ja a doenca pseudo von Willebrand € caracterizada por
maior ligacdo de FVW normal ao receptor Ib anormal da plaqueta.
Ambas as patologias apresentam resposta aumentada de agregagao
plaquetaria induzida pela ristocetina (0,3 a 0,6 mg/mL).

A diferenciacao laboratorial pode ser feita ou por teste de agregacio
plaquetaria ou biologia molecular.
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Teste de agregacéo plaquetaria com 0,5 mg/mL de ristocetina

1.

Constatar se as plaquetas do paciente em investigacao ndo
apresentam agregacao plaquetaria espontanea. Caso positivo,
as duas patologias podem ser descartadas.

Centrifugar o sangue do paciente e de um individuo normal
a 120 g por 10 minutos para a obtencdo do plasma rico em
plaquetas (PRP).

O restante do sangue, tanto do paciente quanto do individuo
normal, € centrifugado a 1.200 g por 15 minutos para a
obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP).

Transferir o PRP com auxilio de pipeta plastica para dois tubos
conicos distintos e ajustar o pH a 6.4 com acido citrico 0.2M.

Retirar 1 mL de PRP, tanto do paciente quanto do individuo
normal, lavar por centrifugacdo a 1.200 g (3 vezes) com tampao
Tyrode pH 6.4 (8,0 g NaCl; 0,2 gKCl; 0,065 g; NaH2P04.2H20;
0,415 g MaCl2. 6H20; 1,0 g NaHCO3).

Cuidadosamente ressuspender as plaquetas lavadas do paciente
em 1 mL de plasma do individuo normal e as plaquetas lavadas
do individuo normal em 1 mL do plasma do paciente.

Repetir a agregacao plaquetaria com ristocetina na concentracao
final de 0,5 mg/mL tanto das plaquetas ressuspensas no plasma
do individuo normal quanto das plaquetas do individuo normal
ressuspensas no plasma do paciente.

Interpretacao

Quadro 3 - Agregacdo plaquetaria com ristocetina na concentragdo final
de 0,5 mg/mL

PRP paciente +

Plaquetas lavadas do pa- Plaquetas lavadas do
ciente + PPP do individuo individuo normal + PPP do
normal paciente

POSITIVO NEGATIVO POSITIVO = DVW 2B
POSITIVO POSITIVO NEGATIVO = PSEUDO DVW

PPP paciente

Fonte: Laboratorio de Hemostasia USP.
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9.1.3.4 Ligacdo fator von Willebrand ao fator VIII:C (FYW:VIIIB)

Trata-se de um teste importante para diferenciar a DVW tipo 2N de
hemofilia A leve ou moderada.

Aintensidade do defeitode ligacdo dofator VIII:Cao FVW é dependente
da mutacdo, que até o momento varias foram identificadas nos
dominios D' e D3.

Os métodos utilizados para a avaliacdao da afinidade entre o fator
VIII:C e o FVW podem ser cromogénico, imunologico ou ambos.

Avaliacdo da ligacdo do fator VIII:C ao FVW por método
imunoldgico e cromogénico

Principio
O teste € realizado em duas microplacas distintas. Na primeira ¢

determinado o FVW:Ag e na sequnda € avaliada a ligacédo VIII:C-FVW.

0 teste de ligacdo VIII:C-FVW inicia-se pela captura do FVW do
paciente através de anticorpo policlonal, na microplaca. Em sequida
o fator VIII:C enddgeno € removido e substituido por fator VIII
recombinante em concentracdo definida. A quantidade de fator VIII
recombinante € determinada por método cromogénico.

Os niveis de fator VIII recombinante que foi ligado ao FVW ¢
relacionado com a quantidade de FVW:Ag do paciente.

Técnica
1 - Preparo das microplacas para as reacoes
Dia 1

» Revestir duas microplacas (1 e 2) de ELISA com anticorpo
anti-von Willebrand (7 a 10 pg/mL).

» Pipetar 125 pL do anticorpo em cada orificio, na microplaca
2 deixar as duas ultimas colunas vazias.

» Manter a microplaca em geladeira até o dia seguinte.
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Dia 2

2 -

66

Lavar a microplaca trés vezes com o tampao de lavagem (1),
que € o utilizado na determinacao do fator von Willebrand:Ag.

Pipetar 250 uL do tampéo de cobertura, o que € utilizado na
determinacédo do fator von Willebrand:Ag adicionado de 3%
de albumina bovina.

Incubar 3 horas a temperatura ambiente.
Lavar a microplaca trés vezes com o tampéo de lavagem (1).

Diluir asamostras (1/25) e o plasma referéncia para a execugdo
da curva de calibracdo em tampéo de diluicdo utilizado na
determinacdo do fator von Willebrand:Ag 1/25; 1/50; 1/100;
1/200; 1/400; 1/800; 1/1.600 o que corresponde a 100%;
500%; 259%; 12,5%; 6,25%; 3,15% e 1,07%, respectivamente.

Determinacado de FVW:Ag e ligacdo FVIII:C - FVW
Dia 3

>
4
4

Na placa 1 fazer a determinacdo de fator von Willebrand:Ag.
Na placa 2 adicionar 100 uL de CaCl2 0,35M.

Incubar a temperatura ambiente por 60 minutos sob agitacdo
de 100 rpm.

Lavar a microplaca com tampéao de lavagem (1) seis vezes.

Adicionar 125 plL de anticorpo de coelho antimouse na
concentracdo de 0,43 mg/mL de proteina diluido em tampao
de diluicao de anticorpo utilizado na determinacao de fator
von Willebrand:Ag.

Incubar a microplaca sob agitacao a 370C por 30 minutos.
Lavar a microplaca com o tampéo de lavagem (1) trés vezes.

Adicionar 100 pL de fator VIII recombinante na concentracdo
de 1 U/mL diluido 1:400 em PBS contendo albumina a 2% e
0,1% de Tween 20.



» Incubar a microplaca por 2 horas a 370C.
» Lavar a microplaca trés vezes com tampao de lavagem (1).

» Adicionar 25 plL do tampédo de diluicdo de amostra que
acompanha o kit de determinacao de fator VIII:C por
substrato cromogénico.

» Nas duas ultimas colunas, que até entdo estavam vazias,
adicionar: 25 pL em duplicata, das sequintes diluicoes
do plasma referéncia, no mesmo tampéo de diluicdo das
amostras: 1/5; 1/10; 1/20; 1/40; 1/80; 1/160:; 1/320 e 1/640,
reservar dois orificios para o branco (somente tampéo de
diluicdo).

» A sequéncia de determinacdo deve ser sequida de acordo

com o kit comercial cromogénico de determinacédo do fator
VIII:C.

Interpretacio

Nos pacientes com o tipo 2N com homozigose ou heterozigose
combinada (um alelo do tipo 2N e outro do tipo 1 ou null ), o fator
VIII:C ndo se liga normalmente ao FVW. Portanto os niveis plasmaticos
estdo diminuidos em relacdo ao FVW:Ag.

9.1.3.5 Padrdo multimérico do fator von Willebrand

0 FVW ¢ composto por subunidades diméricas ligadas entre si por
pontes de sulfeto formando complexos multiméricos de baixo,
intermediario e alto peso molecular variando de 8 x 105 a 15 x 106
daltons.

A separacao eletroforética dos multimeros do FVW em gel de agarose
e a visualizacao permitem distinguir os diferentes subtipos da doenca,
principalmente os subtipos 2A, 2B e 2M.

Principio

Inicialmente os multimeros do FVW sdo separados por eletroforese
utilizando gel de agarose de baixa (1%) ou alta resolugdo na presenca
de sulfato de dodecil sodico (SDS), por tamanho molecular. Apds a
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separagdo, as proteinas sao transferidas para uma membrana de
nitrocelulose onde sera realizada a reacdo denominada western
blotting. Primeiramente ¢ adicionado o anticorpo primario,
policlonal anti-FVW e posteriomente o anticorpo secundario
anti-FVW conjugado com peroxidase ou fosfatase alcalina. No caso do
anticorpo conjugado com peroxidase a visualizacdo dos multimeros
pode ser realizada com a adicdo de solucdo de luminol sequida de
autorradiografia (Figura 3).

Figura 3 - Revelacdo dos multimeros do fator von Willebrand

2

e
—
S ‘

Mommal Tipo 1 Tipo 2B Tipo 24 Tipo 2M Tipo 3

Fonte: Laboratério de Hemostasia USP.

Tipo 1 - presenca de todos os pesos moleculares, porém com
quantidades reduzidas.

Tipo 2 - auséncia dos multimeros de alto peso molecular, exceto no
subtipo 2M, que apresenta padrdo multimérico normal.

Tipo 3 - auséncia ou reducdo significativa de todos os pesos
moleculares.
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9.1.4 Interpretacao dos resultados

Para a interpretacdo dos resultados obtidos tanto dos testes
confirmatdrios como especiais para a tipagem e subtipagem da DVW,
foi proposto o seguinte fluxograma:

Figura 4 - Fluxograma proposto para o diagnostico da doenca de von Willebrand

251659264251659264251659264251659264251659264251659264251659264

Resultados anormais:
Painel basico Testes de Triagem adicionais Hipéteses de diagnéstico

Deficiéncia de fator
FVW:Ag FVW:CB T

. Fibrinogénio . Trombocitopenia
FVIILC

FVW:RCo TTPa

Defeito de fungao plaquetdria

Repetir para confirmagao / Gravidade da doenga
Ag< 15% =tipo 1 grave; Ag 16 - 35% = tipo 1 moderado / leve;
Ag> 35% ="FVW baixo"

FVW:Ag baixo, mas RCo/Ag e CB/Ag Normais:
DVWTipo 1(>0,7)

Repetir para confirmagao / fazer RIPA
Resposta com baixa dose: 28 ou Tipo plaquetario

‘ RCo/Ag e CB/Ag baixas:
Tipo 2A ou 28 ou Tipo plaquetario Resposta com alta dose 2A

Repetir para confirmagao / fazer RIPA

‘ RCo/Ag baixa mas CB/Ag normal: Tipo 2M
Resposta apenas com alta dose

Repetir para confirmagao
FVW:CB e FVW:RCo devem estar <2%

‘ Fyw:Ag <2%:Tipo 3

L2 2 T

‘ FVIIC/Ag baixa :Tipo 2N ou Hemofilia
Afportadora

Repetir para confirmagao / Teste FVW:FVIIIB
Relagao baixa de FVIIlB/Ag = Tipo 2N

Todos os testes normais
‘ Nao DVW (2)
Repetir para confirmagao

Estudo de Fungao Plaquetria

Fonte: (FAVALORO, 2011).

FVW:Ag - fator von Willebrand antigeno; FVW:RCo - cofator de ristocetina; FVIII:C - fator VIII coagulante; FVW:RCo/
FVW:Ag - relacdo da atividade do fator de ristocetina e fator von Willebrand antigeno; FVIII:B - teste de ligacdo

do fator VIII:C ao fator von Willebrand; FVW:CB - ligacao do fator von Willebrand ao coldgeno; RIPA - agregacdo
plaquetdria com ristocetina.

9.1.5 Consideracoes

Varios fatores podem alterar os niveis plasmaticos do FVW e,
consequentemente, dificultar o diagnostico da doenca. Um deles é o
grupo sanguineo ABO. Individuos com tipo sanguineo O apresentam
niveis plasmaticos de FVW:Ag, Fator VIII:C e FVW:RCo reduzidos em
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aproximadamente 25% em relagdo aos dos outros tipos sanguineos
e, muitas vezes, sendo equivocadamente diagnosticados como DVW
do tipo 1. O maior determinante nesses casos ¢ a manifestacdo
hemorragica.

Situacées como estresse, cirurgia, exercicio fisico, processo
inflamatorio, gravidez, uso contraceptivos orais podem aumentar 0s
niveis plasmaticos do FVW mascarando os valores basais. Foi também
demonstrado que os niveis de FVW variam com o ciclo menstrual e
valores mais baixos sdo detectados entre os dias 1 a 4 do ciclo.

Diante das possiveis variacoes do FVW, a repeticdo dos testes
laboratorial € quase uma constante, principalmente nos casos em
que o paciente apresenta sinais e sintomas caracteristicos da doenca.

Além disso, as etapas pré-analiticas, como a coleta e o processamento
do sangue, podem comprometer significativamente os resultados.

9.1.6 Recomendacoes para coleta e processamento da amostra

1. Condicoes de flebotomia: a menos traumatica e com
garroteamento por até um minuto, limita a liberacdo de fator
tecidual no sitio de puncéo e, consequentemente, a ativagao dos
fatores de coagulacao e liberacao de FVW.

2. Estresse do paciente: criangas que se debatem, choram durante
a coleta de sangue ou adultos ansiosos podem apresentar niveis
falsamente elevados de FVW e fator VIII:C.

3. Processamento da amostra: para prevenir a crioprecipitacdo do
FVW e outras proteinas, a amostra de sangue deve ser transportada
ao laboratdrio a temperatura ambiente (TA). Apos a centrifugacgédo
da amostra em TA o plasma pode permanecer a TA por ate 2
horas, se os testes forem realizados no mesmo dia da coleta.
Caso contrario, o plasma deve ser congelado imediatamente em
aliquotas contendo pouco volume (0,5 ml) e mantidas abaixo de
-40°C.

4. Amostras controle: utilizadas como sinalizadoras de possiveis
problemas tanto na etapa pré quanto na analitica devem ser
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coletadas, transportadas, processadas e estocadas nas mesmas
condicoes da amostra teste.

9.1.7 Variabilidade dos testes laboratoriais

0 teste FVW:RCo apresenta um coeficiente de variacdo (CV) de 20%
a 30% e ¢ ainda maior quando a atividade do FVW for entre 12%-15
O%. Altos CV também sdo detectados nos testes de determinacdo do
FVW:Ag e FVIII:C (10%-200%).

As varias condicoes do paciente, que podem levar a niveis
aumentados de FVW e fator VIII:C associadas a erros pré e analiticos,
podem dificultar o diagndstico da DVW assim como na sua tipagem
e subtipagem (exemplo tipo 1 e tipo 2 utilizando a relacdo FVW:RCo
| FWW:Ag).

9.2 Hemofilia

A hemofilia € uma doenca hemorragica hereditaria caracterizada pela
deficiéncia das proteinas conhecidas como fatores VIII (hemoflia A)
e IX (hemoflia B). A hemofilia A que é a mais prevalente e representa
aproximadamente 75% dos casos, enquanto a hemofilia B representa
25% dos casos. Os genes que codificam os fatores VIII e IX estao
localizados no cromossomo X, e desta forma a doenca afeta quase
exclusivamente individuos do sexo masculino, enquanto a mulher
portadora € habitualmente assintomatica. A apresentacdo clinica ¢
semelhante para as duas deficiéncias, caracterizada por sangramento
intra-articular (hemartrose), hemorragia muscular, em outros
tecidos ou cavidades e sistema nervoso central. De acordo com os
hiveis circulantes dos fatores VIl ou IX, se <1%, 1% a 5% ou >5
a 40%, a hemofilia ¢ classificada como grave, moderada ou leve,
respectivamente.

Uma complicacdo que pode ser decorrente do tratamento da
hemofilia € o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes da funcéo
coagulante do FVIII ou FIX. A presenca desses anticorpos, conhecidos
como inibidores, dificulta a inducdo da hemostasia terapéutica com
concentrado de fatores prejudicando o tratamento do paciente. A
prevaléncia de inibidores varia entre 1% e 5% nos pacientes com
hemofilia B e entre 10% e 30% nos pacientes com hemofilia A.

i



Pacientes com hemofilia e inibidor apresentam sangramento mais
duradouro e potencialmente de maior gravidade, além de requerer
0 uso de concentrados de fatores do tipo bypassing, que sao mais
onerosos. A quantificacdo dos inibidores deve ser realizada em
todos os pacientes com diagnostico de hemofilia, antes e depois
de procedimentos cirurgicos € com periodicidade minima a cada
seis meses caso 0 paciente esteja em tratamento com reposicao de
concentrado de fator ou pelo menos uma vez ao ano.

9.2.1 Diagnostico e acompanhamento laboratorial das hemofilias

O diagnostico laboratorial das hemofilias A e B inicia-se com os
testes de triagem TP e TTPA e determinagdo de FVIII: C efou FIX: C.
Apos a identificacdo do tipo da hemofilia € importante a investigagao
do desenvolvimento de inibidor neutralizante da funcdo coagulante
do fator, com o auxilio de método quantitativo de inibidor. Estas
determinacdes seguem caracteristicas especificas, as quais serdo
abordadas e detalhadas nos topicos seguintes.

9.2.1.1 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado - TTPA

Como ja descrito no Capitulo 8, item 8.2, a determinacdo do Tempo
de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA) consiste na recalcificagdo
do plasma na presenca de fosfolipidio e de um ativador do sistema
de contato. Dessa forma, € um teste de triagem universalmente
aceito para identificar anomalias no sistema intrinseco e comum da
coagulacdo e, consequentemente, tera um resultado anormal para os
pacientes portadores de hemofilias A e B, enquanto que o teste Tempo
de Protrombina (TP), que avalia a via extrinseca, sera normal. Detalhes
sobre os testes de triagem ja foram discutidos em capitulo anterior,
no entanto, € importante salientar que o teste de TTPA apresenta
algumas limitacdes em relacdo aos niveis plasmaticos dos fatores
de via intrinseca. Um componente, importante para a realizacdo do
teste € o reagente cefalina, que devido a grande heterogeneidade
em sua composicao, pode apresentar sensibilidade diferenciada de
acordo com o fabricante e gerar resultados conflitantes e até mesmo
ser insensivel a deficiéncia de fatores da via intrinseca. A cefalina
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também € o reagente utilizado na determinacao do FVIII e FIX, e da
mesma forma pode interferir na determinacdo dos niveis plasmaticos
dos fatores, como ja demonstrado por alguns pesquisadores
(VERBRURGE et al., 2008). Dessa forma, é importante a validagio dos
reagentes utilizados nos testes de triagem, no caso o TTPA, quanto a

sensibilidade e a especificidade da cefalina.

9.2.1.2 Determinacéo da atividade coagulante dos fatores
Vil e IX

A determinagdo dos niveis dos fatores permite o diagnostico
adequado das hemofilias e a classificacao da doenca, além de orientar
0 acompanhamento do paciente ao longo do tratamento.

Para a determinacdo destes fatores da coagulacdo, dois métodos
sao disponiveis: o método de um estagio, conhecido como
coagulomeétrico, e 0 método de dois estagios, atualmente substituido
pelo método cromogénico. De acordo com as recomendacdes do
International Standard of Thromboses and Haemostasis (ISTH) o
método cromogénico € o mais recomendado para o diagnostico da
hemofilia A, devido a sua melhor especificidade quando comparado
ao método de um estagio. No entanto, o método apresenta algumas
limitacdes quanto a reprodutibilidade para a determinacdo do
FIX:C, na hemofilia B. Em geral, o principio do método cromogénico
¢ baseado em dois estagios, no primeiro ocorre a geracao do
complexo protrombinase e, no sequndo, o fator IX que foi ativado
sera mensurado por um substrato cromogénico. Este método nao
depende de substrato deficiente de fator, eliminando assim, possiveis
interferéncias de fator VIII ou IX residual do reagente. Além disso, o
teste ndo € influenciado pela presenca de anticorpos inespecificos
(anticoagulante lupico) que reduzem os niveis plasmaticos destes
fatores, in vitro. Qutra situacdo observada ao longo dos ultimos anos
€ que em aproximadamente 30% dos pacientes com hemofilia A
leve, causada por mutacdo missense (mutagdo de ponto com troca
de aminoacido), apresentam discrepancia de resultado quando estes
dois métodos sdo comparados. Normalmente, a atividade do fator
determinada pelo método cromogénico € menor quando comparada
ao de um estagio. Porém, o método de um estagio, baseado no
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principio coagulométrico, € mais amplamente utilizado devido ao
seu menor custo. Neste método, o plasma teste € misturado com um
plasma deficiente da proteina de interesse, FVIII ou FIX, e em sequida
¢ realizado o TTPA, conforme descrito anteriormente. O valor do TTPA
reflete 0 quanto o plasma teste ou padrdo fornece de fator para
corrigir o plasma deficiente. Varios trabalhos descritos na literatura
evidenciam uma variabilidade nos resultados da atividade destes
fatores devido ao grande numero de diferentes procedéncias, com
diferentes composicoes, dos reagentes cefalina e plasma deficientes.
Essa heterogeneidade de composicdo pode acarretar em resultados
nao assertivos, levando ao tratamento inadequado do paciente.
Dessa forma, com intuito de minimizar as interferéncias inerentes
a determinacdo de FVIII ou FIX pelo método de um estagio, algumas
recomendacdes serdo discutidas a seguir:

(1) Avaliacio de paralelismo de curvas: Um prerrequisito
importante para este ensaio € a avaliagdo do paralelismo entre a
curva de calibracao e as diferentes diluicdes do plasma do paciente. O
nao paralelismo pode indicar a presenca de um inibidor ou a presenca
de alguma interferéncia na fase pré-analitica. Neste caso, o resultado
desta andlise ndo deve ser considerado, e uma nova amostra deve
ser solicitada. Caso o quadro persista, € importante a investigacao
da presenca de inibidor. Para realizacao do paralelismo de curvas, a
determinacdo dos fatores de coagulacdo de cada paciente deve ser
realizada em trés diluicoes diferentes. Dessa forma, apos realizar a
curva de calibracdo habitual, que apresenta em média oito pontos,
cada amostra devera ser diluida de acordo com os trés primeiros
pontos da curva de calibracdo. Exemplo: se a curva de calibracéo inicia
com a diluicdo 1/10, as diluicoes da amostra deverdo ser 1/10, 1/20 e
1/40. Em um papel mono-log deve-se tracar os trés primeiros pontos
da curva de calibracdo1/10, 1/20 e 1/40 em conjunto os mesmos trés
primeiros pontos de cada paciente, conforme a Figura 5.

(2) Plasma de referéncia utilizado como calibrador: A atividade
do FVIII: C ou FIX:C é comparada a curva de calibracéo realizada com
um plasma de referéncia, também denominado plasma calibrador.
Este tem como objetivo apresentar a correlagao entre o tempo de
coagulacdo e a atividade plasmatica do fator de coagulacdo. A
atividade de FVIII:C ou FIX:C no plasma é expressa em Ul/dL, sendo
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que 100 Ul é definido como a atividade que esta presente em 1 dL
de pool de plasma normal. Dessa forma, se um calibrador comercial
com concentracdo definida ndo ¢ utilizado, a estimativa deste valor
pode alterar o verdadeiro nivel de fator e consequentemente sub
ou superestimar o resultado da atividade do fator do paciente. Os
guidelines internacionais recomendam que o plasma de referéncia,
calibrador comercial seja calibrado a partir do padrdo internacional
de fator proveniente da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), obtido
por meio do National Institute for Biological Standards and Control
(NIBSC).

(3) Plasma deficiente de fator FVIII:C ou FIX:C: Uma caracteristica
importante da determinacdo dos fatores de coagulacdo ¢ a qualidade
do plasma deficiente utilizado. No passado, plasmas de pacientes
com hemofilia grave eram utilizados para este fim, no entanto, com
0s avancos tecnologicos, atualmente o fator pode ser removido do
plasma por procedimentos quimicos ou imunologicos. Porém, a forma
de producdo pode comprometer a sensibilidade e a especificidade
do reagente. A qualidade do plasma deficiente em fator VIIl e IX
depende das seguintes caracteristicas: 1) auséncia total ou atividade
menor que 1 Ul/dL de fator. Alguns estudos mostram que uma das
dificuldades em discriminar a hemofilia A ou B grave (FVIII ou FIX <
1 Ul/dL) é devido ao processo indbil de retirada imunologica do fator
VIIl ou IX, resultando em fator residual igual ou maior que 1%. Por
outro lado, a quantificacdo de inibidor de fator VIII, discutida neste
capitulo, com plasma deficiente em fator VIII, de retirada imunologica
pode beneficiar a analise por conter quantidade suficiente de FVW
(carreador natural e estabilizador do fator VIII coagulante) que esta
presente no pool de plasma normal (fonte de FVIII da reacdo). 2) o
plasma deficiente deve conter todos os outros fatores da coagulagéo,
com excecao do “"deficiente” em concentracdo normal proxima a
100%, a falta de um ou outro fator pode acarretar em néo paralelismo
com a curva de calibracdo e erro no resultado

Método manual para a determinacédo dos fatores VIII:C e IX:C

Neste manual optou-se em descrever a técnica manual destas
determinacdes por ser o padrdo ouro, além disso, pode auxiliar no
entendimento do principio do método, assim como 0s processos de
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validacdo de reagente e equipamentos realizados no laboratorio. A
automacao deve seguir a mesma caracteristica da técnica manual.

Material:
» Tubos de vidro
» Banho-maria a 37°C
» Micropipetas automaticas de 100 pL, 200 pL e 1.000 pL
» Cronbmetro
Reagentes:
» Plasma deficiente em fator VIIl ou IX
» Plasma calibrador
» Cefalina (ativador silica de preferéncia)
» Cloreto de calcio 0,025 M

» Tampéo imidazol pH 7,4 ou tampéo Veronal ou NaCl 0,9%
tamponado (o tampdo utilizado para preparar a curva de
calibracdo devera ser o mesmo para preparar a diluicao do
plasma dos pacientes)

Curva de calibragdo:

Geralmente, a curva de calibracdo € realizada para cada lote de
reagente (reagentes de TTPA e plasma deficiente). Porém, ¢ importante
observar o coeficiente de variacdo dos controles de qualidade
internos (normal e patologico), bem como o valor esperado. Caso
haja variacoes constantes acima ou abaixo de 1SD (desvio padréo) da
média, uma nova curva devera ser realizada.

Procedimento do teste:

Diluir o plasma calibrador com tampéo de escolha. A diluicdo inicial
¢ especifica para cada fabricante do reagente de fator VIII. Sendo
assim, antes de se proceder a diluicdo, € importante consultar as
recomendacdes do fabricante. Vide o exemplo na Tabela 3 para
uma diluicdo inicial 1:5 recomendada por um fabricante especifico.

76



A atividade de fator da diluicdo inicial sera correspondente a da bula
do calibrador (plasma calibrador de referéncia).

Tabela 3 - Diluiges do calibrador para realizacdo da curva de calibracdo do FVIII

Tubos 1 2 3 4 5 6 7
Tampao (mL) 0,8 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Calibrador (mL) 0,2 - = - - - -
Misture

) 0,5* 0,5* 0,5* 0,5* 0,5* 0,5* 0,5
e transfira (mL)

Diluicao 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
Atividade do fator 100%  50%  25% 125% 6,25%  3,12% 1,5%

Fonte: Autoria propria.
*Misture e transfira para o tubo posterior.
“Desprezar.

Reacao
» Pipetar 0,1 mL de cada dilui¢cdo do calibrador em um tubo.

» Adicionar 0,1 mL do plasma deficiente de fator VIIl ou IX e
0,1 mL de cefalina.

» Misturar e incubar por 3 minutos a 37°C.

» Adicionar 0,1 mL de cloreto de calcio 0,025 M preaquecido a
37°C e disparar simultaneamente o cronémetro.

» Parar o crondmetro ao primeiro sinal de formagdo da fibrina.

A curva de calibracdo devera ser realizada em duplicata. Colocar o
valor encontrado (média da duplicada) no grafico, em papel mono-log,
com as percentagens das diluicoes na abscissa e 0 tempo em segundos
na ordenada. Marcar os pontos, tracando uma reta. Em equipamentos
semi ou totalmente automatizados, € importante observar o coeficiente
de regressao linear que devera estar entre o intervalo 0.970 a 1.0. Para
a amostra teste, conforme mencionado anteriormente, realizar as trés
primeiras diluicbes também utilizadas na curva de calibracdo (1/5,
1/10, 1/20) e proceder conforme os passos anteriores.

77



Avaliacdo dos resultados: o valor obtido das trés dilui¢des da amostra
teste devera ser interpolado na curva de calibragdo obtida. Um
paralelismo entre os pontos do calibrador e do paciente devera ser
encontrado. Ao término da avaliacdo de paralelismo, quando esta
for adequada, a média das triplicatas pode ser utilizada para calcular
a concentracao plasmatica da proteina. Entdo, deve-se calcular a
média dos resultados em percentagem, respeitando um coeficiente
de variacao de 5% entre as diluicoes. A Figura 5 ilustra um exemplo
de curva de calibracdo e o paralelismo.

Figura 5 - Curva de calibracdo-paralelismo na determinacio de fator especifico

Tempo em
segundos

Teste

200 4

Calibrador

100 4

60 4

1/40 1/20 1/10

40

T T T T T
5 10 20 30 50 100

% Atividade de FVIII:C

Fonte: Autoria propria.

9.2.1.3 Quantificacao de inibidor de fator de coagulacao

Para determinar se o paciente desenvolveu um anticorpo de funcéo
inibitoria do fator de coagulacdo, que seja de baixa ou alta resposta,
¢ importante a quantificacdo de inibidor, no minimo a cada seis
meses. Esta conduta € particularmente importante quando o
tratamento do paciente envolve a infusdo de concentrado de fator
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VIII ou IX. A existéncia de um laboratorio capacitado para realizacdo
de testes de quantificacdo de inibidores € essencial para que haja o
acompanhamento e o tratamento de pacientes com hemofilia.

Para aumentar a especificidade de deteccdo do inibidor ¢
recomendado que o plasma teste citratado seja incubado por 30
minutos a temperatura de 56°C. O aquecimento da amostra propicia
o rompimento de qualquer tipo de ligagcdo do anticorpo presente no
plasma além de degradar todos os fatores presentes, inclusive fator
VIIl ou IX residuais. Este procedimento possibilita que a amostra do
paciente seja analisada mesmo em vigéncia de tratamento com
concentrado de fator. Em casos de envio de amostra para outros
centros ou laboratorios para a quantificacdo de inibidor, a amostra de
plasma do paciente podera ser enviada a temperatura ambiente sem
que a funcdo do anticorpo a ser analisado seja afetada. Dessa forma,
nao € necessario que o plasma seja congelado a baixas temperaturas,
conforme as recomendagdes para avaliacdo das proteinas da
coagulacdo, como por exemplo, os fatores da coagulacao.

Quantificacdo de inibidor por método Bethesda modificado

Varios métodos sdo descritos para a quantificacdo de inibidor em
hemoflia. O método de Bethesda, inicialmente descrito por Carol
Kasper em 1975 e modificado em 1995 por Verbruggen, ¢ o mais
utilizado e recomendado pela Federacdo Mundial de Hemoflia,
método Nijmegen Bethesda.

Na versdo original ou o método classico de Bethesda envolve a mistura
da amostra do paciente com um mesmo volume de pool de plasmas
normais (plasma com nivel de fator VIII conhecido). Como a maior
parte dos anticorpos associados a hemofilia A € tempo e temperatura
dependente, a mistura € incubada a 37°C por 2 horas para que haja a
neutralizacao do fator VIIl do pool de plasmas normais pelo anticorpo
presente na amostra do paciente. Quanto maior € o titulo do inibidor
menor sera o fator VIII residual da mistura.

Devido a perda de fator VIl durante o longo tempo de incubacéo e, por
isso, resultando alta porcentagem de casos falsamente positivos de
inibidor, Verbruggen fez algumas modificacoes do método Bethesda
classico, conferindo ao método maior especificidade e sensibilidade
aos baixos titulos de inibidor.
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1. 0 tamponamento da fonte de fator VIII, o pool de plasmas
normais para a manutencgao e a estabilizacao do fator VIII
durante o periodo de a incubacdo a 37°C.

2. 0 controle da reacdo para o calculo do fator VIII residual
passou a ser a mistura do pool de plasmas normais,
tamponado e plasma deficiente em de fator VIl na proporcéo
de 1:1.

3. A diluicdo da amostra do paciente para a titulacdo do
anticorpo pode ser realizada com plasma deficiente em fator
VIl ou com o mesmo tampao utilizado para a realizacao da
curva de calibracdo e diluicdo das amostras na determinacgao

do fator VIII.

Figura 6 - llustracdo esquematica dos testes de Bethesda (A) e Bethesda modificado (B)

A Plasma

Plasma Tampéo de
Teste classico do Normal imidazol
de Bethesda Paciente (pH 7,3)

Mistura 50/50
Incubagéo
2ha37°C

Teste FVIII

Método Plasma Plasma Plasma
Normal deficiente
Bethesda-Nijmegen Pacwente tamponado de FVIII

modificado (pH 7,4)
[t
Mistura 50/50
Incubacdo
2h 437°C

Teste FVIII

Fonte: (BRASIL, 2008).
Método Bethesda-Nijmegen modificado
Reagentes:

» Reagente substrato deficiente de FVIII ou FIX. Para testar FVIII,
dar preferéncia a reagentes que preservam a quantidade de
FVW.
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» Cefalina, 0 mesmo reagente para TTPA.

» Fonte externa e padronizada de FVIII (1) pool de plasmas
normais tamponado, cujo preparo ¢ descrito no Capitulo
7, ou (2) Calibrador comercial, plasma utilizado para a
realizacdo da curva de calibracdo na determinacdo de fatores
da coagulacéo.

» Tampdo utilizado na curva de calibracdo e na diluicdo do
plasma dos pacientes (Tampao imidazol pH 7,4 ou tampéo
Veronal ou NaCl 0,9% tamponado).

Teste para pacientes que ndo apresentam expectativas da presenca de
inibidor:

(a) Adicionar 200 ul de plasma do paciente a 200 pl de pool de
plasmas normais tamponado ou plasma calibrador para confirmagéo
da negatividade, quando necessario.

(b) Controle: adicionar 200 pl de plasma deficiente de FVIIl e 200 pl
de pool de plasmas normais tamponado ou plasma calibrador.

(c) Incubara 37°C por 2 horas e posteriormente determinar a atividade
de FVIII:C de todas as dilui¢des e do controle.

Teste para pacientes que apresentam expectativas da presenca de
inibidor:

(a) Aamostra do paciente deve ser diluida varias vezes antes da mistura
com o pool de plasmas normais, tamponado ou reagente plasma
calibrador. Ex.: Preparar diluicoes do plasma do paciente (Plasma
puro; 1/2, 1/4,1/8, 1/16, 1/32, 1/64 etc.), este € um dos passos mais
importantes da técnica e que pode ocasionar grande variabilidade
no resultado final. Recomenda-se a realizacdo de diluicoes
independentes para assegurar maior precisdo na determinacao do
FVIII de cada diluicdo. Quanto maior a quantidade de diluicdo maior
€ a possibilidade de chegar ao resultado final quando ha a presenca
de inibidor, poucas diluicées podem néo ser suficientes para o calculo
final.

(b) Adicionar 200 pl de plasma do paciente ndo diluido e suas
respectivas diluicoes, a 200 pl de pool de plasmas normais, tamponado
ou plasma calibrador.
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(c) Controle: adicionar 200 pl de reagente deficiente de FVIII e 200
ul de pool de plasmas normais, tamponado ou plasma calibrador;
incubar a 37°C por 2 horas e posteriormente determinar a atividade
do FVIII:C da amostra néo diluida (b) e todas as diluicoes (a), bem
como do controle (c). A determinacgdo de FVIII devera ser realizada
logo apos as 2 horas de incubacdo. Caso ndo seja possivel, as amostras
deverdo ser mantidas em temperatura de 2°C a 8°C para posterior
determinacdo de FVIII.

Recomendacdes: A quantidade de FVIII utilizada como fonte para o
anticorpo devera ser monitorada em todas as rotinas de determinacéao
de quantificacdo de inibidor de FVIIl. Esta ¢ uma etapa importante
para minimizar os resultados sub e superestimados. O intervalo de
atividade de FVIII ou FIX esperado no plasma tamponado ¢ de 95%
a 110 %. Valores superiores ou inferiores podem levar a resultados
falsamente negativos ou positivos. Para o controle, os valores
esperados apos incubacdo devem estar entre 47,5% a 550, devido a
diluicdo 1/2 com o plasma deficiente em fator VIII. Valores fora desta
faixa podem comprometer o resultado final.

Calculo da quantidade de inibidor:

Calcular a atividade residual de fator de cada diluicdo dividindo o
valor da atividade do fator pelo valor da atividade do plasma controle
e multiplicar o resultado por 100.

Atividade do Fator Residual = Atividade de fator de cada diluicdo apés a incubacéo X 100
Atividade de Fator do Controle

A atividade residual de fator VIII versus a unidade Bethesda é plotada
em papel mono-log em uma escala aritmética.

Figura 7 - llustracdo grafica da cinética tipo 1 de inibidor de fator VIII
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A IR FVII Unidade x ~ Unidades
Residual () Flasma — DIMISEOiigual  Diluigio  Bethesda
100 A Puro 30 1,75 x 1 1,75

A 1:2 55 0,84 x 2 1,74
75 meeee : A 1:4 70 0,45 x 4 1.8
50 —------e ¥ (I

25 —eeeee- )

1,0 20
Unidade Bethesda por ml de Plasma
Ref.: WFH Laboratory Sciences Committee

Fonte: Adaptado do Diagnosis of haemophilia and other bleeding disorders: a laboratory manual - World Federation
of Hemophilia, 2000 - com permissao.

Por definicdo, uma unidade Bethesda corresponde a quantidade de
inibidor capaz de neutralizar 50% da atividade de fator VIl plasmatico,
apos incubacdo por 2 horas a 37°C. A atividade residual de 100%
corresponde a zero unidade Bethesda, enquanto 50% corresponde a
1 unidade Bethesda. A partir desse conceito € possivel a realizacdo
de um grafico que contenha a correlacdo entre a atividade de fator
VIII residual e o titulo de inibidor. Os pontos sdo plotados em um
grafico log x linear, com os valores de 100%, 50% e 25% de atividade
residual (eixo Y), correspondendo a 0, 1 e 2 unidades Bethesda
(eixo X), respectivamente. Outra forma de calculo é o uso da tabela
Bethesda que refere para cada percentagem de fator residual, a
unidade Bethesda correspondente.

Tabela 4 - Fator residual (%) correspondente as unidades Bethesda
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Fator VIII Unidades Fator VIII Unidades Fator VIII Unidades

Residual Bethesda Residual Bethesda Residual Bethesda
97% 0,05 61% 0,70 40% 1,35
93% 0,10 590 0,75 38% 1,40
90% 0,15 57% 0,80 37% 1,45
87% 0,20 5500 0,85 3500 1,50
849% 0,25 5300 0,90 349% 1,55
81% 0,30 51% 0,95 33% 1,60
78% 0,35 50% 1,00 32% 1,65
75% 0,40 48% 1,05 30% 1,70
73% 0,45 460% 1,10 29% 1,75
70% 0,50 450 1,15 28% 1,80
68% 0,55 430 1,20 27% 1,85
66% 0,60 4200 1,25 26% 1,90
64% 0,65 41% 1,30 250% 2,00

Fonte: Diagnosis of haemophilia and other bleeding disorders: a laboratory manual - World Federation of Hemophi-
lia, 2000.

Os titulos de inibidor menores que 0,6 UB/mL de plasma séo
considerados negativos.

F importante salientar que so ¢ possivel calcular o titulo do inibidor
quando a atividade residual do fator estiver entre 25% e 75%. Em
casos em que o titulo € muito alto, sdo necessarias varias diluicdes
da amostra do paciente para alcancar no minimo os 25% de fator
residual. Além disso, o calculo final depende da cinética do anticorpo,
tipo 1 ou 2. Na cinética do tipo 1, a mais frequente nos pacientes
hemofilicos, deve-se considerar a diluicdo cujo fator residual estiver
mais proximo a 50%, mas os resultados das diferentes diluicoes ndo
diferem significativamente entre si (Figura 7).

Na cinética do tipo 2 o anticorpo neutraliza de maneira incompleta a
proteina do fator da coagulacgdo e, consequentemente, os resultados
sao diferentes nas diluicdes distintas da amostra.

Na Figura 8 € mostrada uma ilustragdo grafica da cinética tipo 2 de
inibidor de fator VIII com resultados distintos. Nesse caso de cinética
do tipo 2, o resultado deve ser baseado na menor diluicdo em que
se obtém maior ou igual a 25% de fator residual. Nesse exemplo o
resultado foi encontrado na amostra sem diluicdo apresentando 50%
de fator residual equivalente a 1 UB/mL.

Figura 8 - llustracdo grafica da cinética tipo 2 de inibidor de fator VIII
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Unidade Bethesda por ml de Plasma

Fonte: Adaptado do Diagnosis of haemophilia and other bleeding disorders: a laboratory manual - World Federation
of Hemophilia, 2000 - com permissao.

Observagdo sobre os volumes usados nas reagoes:

Varios fatores influenciam o volume a ser usado nas reacoes descritas
anteriormente, entre eles o método (manual x automatizado), volume
de plasma disponivel (adulto x crianga) etc. Dessa forma, o volume
deve ser definido em cada laboratdrio, devendo ser respeitada a
propor¢ao volume a volume. Em geral, volumes na ordem de 0,2 a 1
ml sdo adequados para estes testes.

A mesma técnica pode ser empregada para a quantificacdo do
inibidor de fator IX, porém o tempo de incubacao da(s) mistura(s) e
do controle podera ser de apenas 10 minutos, uma vez que o inibidor
de fator IX ndo apresenta caracteristica tempo dependente.

9.3 Coagulopatias raras
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A analise dos resultados dos testes de triagem orienta a escolha do
teste de diagndstico (dosagem especifica de fator) a ser realizado
subsequentemente. Neste capitulo, as deficiéncias de fatores
consideradas raras serdo abordadas de forma sucinta, evidenciando
0s métodos laboratoriais disponiveis para seu diagnostico.

9.3.1 Deficiéncia de fator VI

A deficiéncia hereditaria de FVII € autossomica recessiva, resultando
em doenga hemorragica de gravidade variavel. A prevaléncia parece
ser aproximadamente 1:300.000. E subdividida em deficiéncia do
tipo |, caracterizada por diminuicdo concomitante da atividade e do
antigeno e tipo Il com discrepancia entre a atividade, que € sempre
diminuida, enquanto que o antigeno pode ser normal, proximo ao
normal ou reduzido.

O diagndstico laboratorial inicia-se com o teste de triagem, tempo
de protrombina (TP), que se prolonga de acordo com o grau de
deficiéncia do fator, e confirmado pela determinacdo da atividade do
fator VIl por teste coagulomeétrico ou funcional.

Tromboplastinas de diferentes origens, utilizadas nos testes, podem
elucidar a discrepancia de deficiéncia de fator VIl do tipo Il. Nos
anos 80, foi descrita a mutagdo Arg304GIn, conhecido como FVII
Padua. Nesta variante, a atividade do FVII é baixa quando usada
tromboplastina de cérebro de coelho, enquanto que a atividade
¢ normal com tromboplastina de cérebro bovino. Atividades
intermediarias sdo obtidas quando empregadas placenta humana
ou recombinante humano. A explicacdo de resultados normais de
FVII Padua com a tromboplastina de cérebro bovino € devido a alta
sensibilidade ao FVII ativado que circula em niveis elevados.

Método coagulométrico ou funcional

Principio

O método consiste em ativar a via extrinseca da coagulagdo, com
tromboplastina e cdlcio em uma mistura de plasma teste diluido e

plasma substrato deficiente em fator VII. O teste pode ser realizado
manualmente, em banho-maria a 37°C ou em coagulémetros semi
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ou totalmente automatizados.

Inicialmente, é realizada uma curva de calibracdo a partir de diluicoes
seriadas de um plasma calibrador (calibrado a partir do plasma
referéncia da Organizacdo Mundial da Saude), em tampao indicado
pelo fabricante do plasma deficiente.

Reagentes e materiais
» Plasma substrato deficiente em fator VII
» Tromboplastina célcica

» Tampdo Imidazol, ou Veronal, ou Owren - dependera da
marca do plasma deficiente

» Plasma calibrador
» Amostra teste (plasma pobre em plaquetas - PPP)

» Micropipetas de 100 pl, 200 pL e 1.000 pL com volume
regulavel

» Tubos plasticos para a diluicdo do plasma calibrador e
amostras

> Tubo de vidro 12x75 mm
»  Banho-maria a 37°C
»  Crondmetro

» Papel di-log

Procedimento
Curva de calibracao

Preparar os reagentes de acordo com as instru¢des do fabricante.
Preparar as dilui¢cdes seriadas do plasma calibrador, em tampao, sendo
que a primeira diluicdo € preparada de acordo com as instrugdes do
fabricante do substrato de FVII, 1/5,ou 1/10, e a atividade serd o
valor descrito na bula do calibrador. E recomendavel que a curva de
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calibracdo seja realizada com no minimo seis pontos.

Caso a temperatura ambiente seja superior a 25°C, € necessario
manter os tubos plasticos contendo as diluicdes do plasma calibrador
e os tubos contendo a amostra do paciente diluida 1/5 ou 1/10 em
banho de gelo até a analise.

As amostras de pacientes para a determinacdo do FVII devem
ser descongeladas a 37°C por até cinco minutos, somente apos a
realizacdo da curva referéncia e validacdo com controles normal e
patoldgico.

Adicionar em tubo de vidro a 37°C

Cada diluic0o (PONTOS A CUIVA)....wveeeeeeesecceeeeeeeeeeeessessseeeneeeees e 100 pL
Substrato deficiente em fator VII . eeeeeereeeemeeeemmmmnsssssssssssss 100 pL
Homogeneizar e incubar por 2 minutos a 37°C e adicionar:
Tromboplastina calcica preaquecida @ 37°C rvveereceeveeeeeeennneenns 200 pL

Medir o tempo para formagdo do codgulo. Realizar testes em
duplicata.

Realizar o branco da reacéo, adicionando 100 ulL do tampdo utilizado
nas diluicoes e prosseguir a realizacdo do teste. A atividade deve ser
abaixo de 19%.

Resultados

Plotar a percentagem da diluicdo na abscissa em papel di-logaritmo,
e o tempo em sequndo na ordenada.

Valores de referéncia

0 valor de referencia deve ser estabelecido localmente.

9.3.2 Deficiéncia de fator V
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A deficiéncia do fator V foi descrita em 1947, por Owren. E uma
deficiéncia rara, transmitida de forma autossdmica recessiva, com
prevaléncia de 1:1.000.000. O quadro clinico ¢ variavel, sendo que
a condicdo heterozigotica geralmente cursa sem manifestacdo
hemorragica, enquanto que a homozigotica apresenta sintomas
leves, moderados ou graves. O diagnostico laboratorial € baseado no
prolongamento do TP e do TTPA (dependendo dos niveis plasmaticos)
e na baixa atividade do fator realizada por ensaio funcional ou
coagulomeétrico.

Método funcional
Principio

0 método de um estagio consiste em ativar a via extrinseca, com
fosfolipides e calcio em uma mistura de plasma teste diluido e
plasma substrato deficiente em fator V (com concentracdo normal
de todos os demais fatores da coagulacdo). O teste pode ser realizado
manualmente em banho-maria a 37°C ou por equipamentos semi ou
totalmente automatizados.

Inicialmente, ¢ realizada uma curva de calibragdo a partir de
diluicdes seriadas de um plasma calibrador (calibrado a partir do
plasma referéncia da Organizagdo Mundial da Saude), em tampao
cuja composicao € dependente do plasma substrato deficiente em FV
comercial utilizado.

Reagentes e materiais
» Plasma Substrato deficiente em fator V
» Tromboplastina calcica
» Tampao Imidazol, ou Veronal, ou Owren
» Plasma calibrador
» Amostra teste (plasma pobre em plaquetas - PPP)

» Micropipetas de 100 pL, 200 pL e 1.000 pL com volume
ajustavel
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» Tubos plasticos para a diluicdo do plasma calibrador e
amostras

» Tubo de vidro 12x75 mm
» Banho-maria a 37°C
» Cronometro
» Papel di-log
Procedimento
Curva de calibracdo

Preparar os reagentes de acordo com as instrugdes do fabricante.
Preparar as diluicdes seriadas do plasma calibrador, em tampao, sendo
que a primeira diluicdo € preparada de acordo com as instrucdes do
fabricante do substrato de FV, 1/5 ou 1/10, e a atividade sera o valor
descrito na bula do calibrador referente ao fator a ser determinado.
E recomendavel que a curva de calibragdo seja realizada com no
minimo seis pontos.

Caso a temperatura ambiente seja superior a 25°C, € necessario
manter os tubos plasticos contendo as diluicoes do plasma calibrador
e os tubos contendo a amostra do paciente diluida 1/5 ou 1/10 em
banho de gelo até a analise.

As amostras de pacientes para a determinacdo do fator V devem
ser descongeladas a 37°C por até cinco minutos, somente apos a
realizacdo da curva referéncia e validagdo com controles normal e
patoldgico.

Reacdo

Adicionar em tubo de vidro a 37°C

Cada AITUICAO ooeeeereerrrrrreeeeeeeeeesssssesssssssssssss s sssesssssesssessssssssssssssssssssssssnns 100 pL
Substrato deficiente em fator Ve 100 pL
Homogeneizar e incubar por 2 minutos a 37°C e adicionar:

Tromboplastina calcica preaquecida @ 37°C eeeeeeeceeeeeeeens 200 pL
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Medir o tempo para formagdo do coagulo. Realizar testes em
duplicata.

Realizar o branco da reacdo, adicionando 100 ulL do tampao utilizado
nas diluicoes e prossequir a realizacdo do teste. Os resultados devem
ser inferiores a 19%.

Se a deficiéncia do fator V for leve (30% a 40%) e o TTPa também
apresentar prolongamento, € aconselhavel a determinacgao do fator
VIII da amostra para investigar a deficiéncia conjunta de fatores Ve VIII.

Valores de referéncia

0 valor de referencia deve ser estabelecido localmente.
9.3.3 Deficiéncia de fator X

O fator X, vitamina K dependente, € primeira enzima envolvida no
mecanismo comum de formacdo do coagulo na cascata da coagulacédo
e foi descrito na década de 50 por dois grupos independentes.

Adeficiéncia congénita de fator X é decorrente a heranca autossomica
recessiva, com uma incidéncia de 1:1.000.000 na populagdo geral.
Varios polimorfismos, que parecem nao afetar os niveis do fator, foram
identificados no gene que codifica o fator X. Ha pouca correlacdo
entre a atividade de fator X e o risco de sangramento. Classicamente,
o TP e o TTPA apresentam-se prolongados.

A atividade de fator X pode ser determinada por cinco diferentes
testes de principios diferentes, mas aqueles fundamentados no TP ou
TTPA de um estagio sao suficientes para o diagnostico.

Método funcional ou coagulométrico

Principio

A maioria dos laboratorios determina a atividade do FX por ativagao
da via extrinseca com fosfolipides e calcio em uma mistura de
plasma teste diluido e plasma substrato deficiente em fator X (com
concentracdo normal de todos os demais fatores da coagulacéo).

0O teste pode ser realizado manualmente em banho-maria a 37°C ou
por equipamentos semi ou totalmente automatizados.
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Inicialmente, € realizada uma curva de calibracdo a partir de diluicoes
seriadas de um plasma calibrador (calibrado a partir do plasma
referéncia da Organizacdo Mundial da Saude), em tampao indicado
pelo fabricante do plasma deficiente.

Reagentes e Materiais
Plasma substrato deficiente em fator X
Tromboplastina calcica

Tampao Imidazol, ou Veronal, ou Owren
Plasma calibrador

v Vv Vv v Vv

Micropipetas de 100 pL, 200 pL e 1.000 pL com volume
regulavel

» Tubos plasticos para a diluicdo do plasma calibrador e
amostras

Tubo de vidro 12x75 mm
Banho-maria a 37°C
Crondmetro

v Vv v Vv

Papel di-log

Procedimento
Curva de calibracdo

Preparar os reagentes de acordo com as instrucdes do fabricante.

Preparar as diluicdes seriadas do plasma calibrador, em tampao, sendo
que a primeira diluicdo € preparada de acordo com as instrugoes do
fabricante do substrato de FX, 1/5 ou 1/10, e a atividade sera o valor
descrito na bula do calibrador referente ao fator a ser determinado.
E recomendavel que a curva de calibracdo seja realizada com no
minimo seis pontos.

Caso a temperatura ambiente seja superior a 25°C, € necessario
manter os tubos plasticos contendo as diluicoes do plasma calibrador
e os tubos contendo a amostra do paciente diluida 1/5 ou 1/10 em
banho de gelo até a analise.
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As amostras de pacientes para determinacao de fator X devem
ser descongeladas a 37°C por até cinco minutos, somente apos a
realizacdo da curva referéncia e validagdo com controles normal e
patoldgico.

Reacao

Adicionar em tubo de vidro a 37°C

Cad@ AIUICAD wovvvveeeeeeremmmmmsssssssssssssssseeeeeesesesssesssssssssssssssssssssssssssssss s 100 pL
Substrato deficiente €m fator X ... eereeeeereesssesssseessnnenns 100 pL
Misturar e incubar por dois minutos a 37°C e adicionar:
Tromboplastina calcica preaquecida @ 37° Cuveeeeeeeeeeevveeeeneennnnnns 200 pL
Medir o tempo para formacado do coagulo. Realizar teste em duplicata.

Realizar o branco da reacdo, adicionando 100 ulL do tampéo utilizado
nas diluicoes e prossequir a realizacdo do teste. Os resultados devem
ser inferiores a 19%.

Resultados

Os resultados expressam-se em unidades/ml (U/ml) ou em %. A
cada lote de reativos deve ser realizada nova curva de calibracdo ou
quando os valores dos controles ndo estiverem dentro do esperado.
Plotar a percentagem da diluicdo na abscissa em papel di-log e o
tempo em sequndo na ordenada.

Valores de referéncia

O valor de referéncia deve ser estabelecido localmente.
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9.3.4 Deficiéncia de fator XI

A deficiéncia de fator XI, também chamada de doenca de Rosenthal,
€ transmitida por heranga autossomica recessiva e € muito mais rara
que as hemofilias A e B, com incidéncia de aproximadamente 5% na
populacao de judeus Ashkenazes da Europa Central.

Geralmente, causa quadro hemorragico de gravidade moderada e
muitas vezes somente € diagnosticado durante ou apos intervencao
cirurgica devido ao sangramento.

Método Funcional
Principio

O método baseia-se na ativacdo da via intrinseca com adicdo da
cefalina, ativador da fase de contato e calcio a uma mistura de
plasma diluido (1/5 ou 1/10 dependendo das instrugdes do fabricante
do substrato deficiente em fator Xl) e substrato deficiente em fator XI.

Reagentes e materiais
»  Plasma deficiente em fator XI
» Tampdo Imidazol, pH 7,3
» Cefalina ativada
» Cloreto de calcio 0.025 M
» Plasma calibrador

» Amostra do plasma teste (plasma citratado pobre em
plaquetas - PPP)

» Micropipetas de 100 pL, 200 pL e 1.000 pL com volume
regulavel

» Tubos plasticos para a diluicdo do plasma calibrador e das
amostras

» Tubo de vidro 12x75 mm

» Banho-maria a 37°C
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»  Crondmetro

» Papel di-log

Curva de calibracédo
Preparar os reagentes de acordo com as instrucdoes do fabricante.

Preparar as dilui¢cdes seriadas do plasma calibrador, em tampao, sendo
que a primeira diluicdo € preparada de acordo com as instrucoes do
fabricante do substrato de FXI, 1/5 ou 1/10, e a atividade sera o valor
descrito na bula do calibrador referente ao fator a ser determinado.
E recomendavel que a curva de calibracdo seja realizada com no
minimo seis pontos.

Caso a temperatura ambiente seja superior a 25°C, € necessario
manter os tubos plasticos contendo as diluicoes do plasma calibrador
e os tubos contendo a amostra do paciente diluida 1/5 ou 1/10 em
banho de gelo até a analise.

As amostras de pacientes para determinacdo de fator X devem
ser descongeladas a 37°C por até cinco minutos somente apos a
realizacdo da curva referéncia e validagdo com controles normal e
patologico.

Reacédo

Adicionar no tubo de vidro a 37°C

Substrato deficiente em fator XI ... rrrereeeeceeeseeeessesmnnnnns 100 pL
PIasSMa AITUTAO.eeereeeeeeeireeeeeeceeesissseeseeeeeeesssss s sssessessssssssseseessssssseens 100 pL
Reagente de TTPA ... seesssssssssssss 100 pL

Incubar a 37°C por 3 minutos e adicionar:
Cloreto de calcio 0.025 M preaquecido @ 37°C ...veevreeereevene. 100 pL

Realizar o branco da reacéo, adicionando 100 ulL do tampao utilizado
nas diluicdes e prosseguir a realizacao do teste. A atividade deve ser
inferior a 1%.
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Valores de referéncia
O valor de referéncia deve ser estabelecido localmente.

9.3.5 Deficiéncia de fator XlI

Adeficiéncia congénita de fator XII € de carater autossomico recessivo
com implicagdes clinicas controversas. Embora a deficiéncia de fator
Xl prolongue o TTPA, ndo ha risco de sangramento. Ha varios relatos
na literatura que associam a deficiéncia a trombose.

Método Funcional:
Procedimento

Reagentes e matérias
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Plasma deficiente em fator XII

Tampao Imidazol, pH 7,3

Reagente de TTPA

Cloreto de célcio 0.025 M

Plasma calibrador

Amostra teste (plasma citratado pobre em plaquetas)
Micropipetas de 100 pL e 1.000 pL com volume regulavel

Tubos plasticos para a diluicdo do plasma calibrador e
amostras

Tubo de vidro 12x75 mm
Banho-maria a 37°C
Cronometro

Papel di-log



Curva de calibracédo
Preparar os reagentes de acordo com as instrugdes do fabricante.

Preparar asdiluicoes seriadas do plasma calibrador, em tampdo, sendo
que a primeira diluicdo € preparada de acordo com as instrucoes do
fabricante do substrato de FXII, 1/5 ou 1/10, e a atividade serd o valor
descrito na bula do calibrador referente ao fator a ser determinado.
E recomendavel que a curva de calibragdo seja realizada com no
minimo seis pontos.

Caso a temperatura ambiente seja superior a 25°C, € necessario
manter os tubos plasticos contendo as diluicoes do plasma
calibrador e os tubos contendo a amostra do paciente diluida 1/5
ou 1/10 em banho de gelo até a analise.

As amostras de pacientes para determinacdo de fator X devem
ser descongeladas a 37°C por até cinco minutos, somente apos a
realizacdo da curva referéncia e validacao com controles normal e
patologico.

Reacdo

Adicionar no tubo de vidro

Substrato deficiente em fator Xl eeeeeeeeeesseeeeeeeeeeenns 100 pL
PIaSM@ QIlUIHO cevueeereerereeseesssseseeeresssssssssesseessssssssss s sssssssssssssssssssssnes 100 pL
Reagente de TTPA .. ...t seeeeeeeeesssssseeesseessssss s sesssessssssssss 100 pL

Incubar a 37°C por 3 minutos e adicionar:
Cloreto de calcio 0.025 M preaquecida @ 37°C..ceecrieeeeeeennnnn. 100 pL

Realizar o branco da reacéo, adicionando 100 ulL do tampéo utilizado
nas diluicdes e prosseguir a realizacao do teste. A atividade deve ser
inferior a 1%.

Valores de referéncia

O valor de referéncia deve ser estabelecido localmente.
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9.3.6 Deficiéncia de fator XllI

A deficiéncia congénita de fator Xlll foi descrito por DUCKERT,
JUNG e SHMERLING, em 1960, e esta associada a sangramento
tardio, principalmente nos casos com menos que 5% do fator.
Os pacientes podem apresentar sangramento de coto umbilical
ao nascimento e hemorragia intracraniana, sendo ambas as
manifestacdes caracteristicas da forma grave da doenca.

0O modo de heranca genética parece ser autossomica recessiva, com
prevaléncia de 1 caso para cada 1 a 5 milhdes de pessoas. Devido
a sua funcao de estabilizacdo da fibrina, a deficiéncia de FXIII ndo
altera os testes TP, TTPA, TT, mesmo nos casos mais graves da doenca.

Sdo descritas trés metodologias para a avaliacdo do FXIII.

1. Avaliacdo qualitativa ou teste de triagem da solubilidade do
coagulo em solugdo de uréia 5M ou solucdo de acido acético
a 1%. O teste tem baixa sensibilidade, detectando niveis
plasmaticos minimos de 20%-3%. Mas € util como teste de
triagem, pois o sangramento por deficiéncia de FXIIl ocorre
em niveis plasmaticos inferiores a 5%.

2. Avaliacdodafuncdoequantidade porsubstrato cromogénico.

3. Determinacdo do FXIII antigeno por aglutinacédo de particulas
de latex. Os dois ultimos testes apresentam maior sensibilidade,
tanto na confirmacdo da deficiéncia quanto na deteccdo de
casos leves e moderados para estudos familiares.

Procedimento do teste de Solubilidade do coagulo na presenca de
uréia 5M ou acido acético 1%

Principio

Na cascata da coagulacdo a fibrina € formada a partir do fibrinogénio,
por acao da trombina. A polimerizacdo da fibrina, tornando-a
estavel, € realizada pela presenca de fator Xl ativado que promove
a formacdo de ligacoes fortes ou covalentes. Na auséncia de FXIII
a fibrina ndo € polimerizada e, portanto, dissocia-se facilmente. As
solugoes de ureia 5M e acido acético 1% dissociam apenas a fibrina

com ligagdes fracas, ou seja, quando os niveis plasmaticos fator Xl
estiverem abaixo de 5%.
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Procedimento

Adicionar em tubo de vidro:

Plasma dO PACIENTE.......uuuuurrrereeeriisseeesesssssssssssseseessssssssssessssssssseenns 200 pL
Solucdo de cloreto de calcio 0.025 M....unsressseceeeerereeeeeeeeeeeeen 200 L
TrOMDING (10 UI/ML) orooreeeeeeeeeeeeeesseeeeeeeeesseeessesseeeessssseeessssessessssseeeesen 100 plL

Homogeneizar e incubar por 30 minutos a 37°C. Retirar do banho e
adicionar:

Solugdo de ureia 5M ou acido aCetiCO 100 rrrreeeeeerrrrreeeeeeeeeeennns 3mL
Estas solucoes devem ser preparadas no momento do uso.

Apds tampar os tubos, homogeneizar a mistura por inversao delicada
para favorecer que o coagulo se desprenda da parede do tubo,
deixando-o0 em seguida em temperatura ambiente.

Observar a dissolucdo do coagulo apos 30 minutos, 1, 2, 4 € 24 horas.

Em se tratando da solucédo de acido acético, observar o coagulo apos
10 e 30 minutos.

0 tempo de dissolucéo ¢ diretamente proporcional a concentracao de
fator XlII presente no plasma. O tempo de observacdo de dissolucdo
do codgulo ndo deve exceder 24 horas apds adicdo das solucgoes
citadas.

9.3.7 Deficiéncia de fibrinogénio (fator I)

Alteracées na molécula de fibrinogénio comprometem a fase final
da coagulagdo. Estas alteracoes podem ser de natureza quantitativa
ou qualitativa. A hipofibrinogenemia e a afibrinogenemia estdo
relacionadas com uma alteracdo quantitativa de fibrinogénio. So
doencas hereditarias raras transmitidas de modo autossémico
recessivo. A disfibrinogenemia, anomalia qualitativa que resulta na
producdo de fibrinogénio anormal, ¢ mais frequente.
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A classificacdo da deficiéncia € facilitada apos a comparacdo dos
resultados obtidos pelo método de Clauss, que avalia a quantidade
e a funcdo do fibrinogénio. Este método ¢ o mais utilizado para a
avaliacdo do fibrinogénio e pode ser realizado por técnica manual ou
automatizada.

Método de Clauss
Principio

Em presenca de um excesso de trombina, o tempo de coagulacédo
de um plasma diluido de acordo com o fabricante da trombina,
€ inversamente proporcional a concentracdo de fibrinogénio
plasmatico. O tempo de coagulacdo do plasma teste € comparado ao
tempo de coagulacdo do plasma calibrador em diferentes diluicoes.

Reagentes e materiais
» Plasma citratado pobre em plaquetas
Tampéo de Owren pH 7.35
Plasma calibrador para fibrinogénio
Trombina de concentracdo aproximada a 33 Ul/mL

Micropipetas de 100 pL, 200 uL e 1.000 pL com volume regulavel

v Vv Vv VvV Vw9

Tubos plasticos para a diluicdo do plasma calibrador e
amostras

> Tubo de vidro 12x75 mm
» Banho-maria a 37°C

»  Crondbmetro

» Papel di-log
Reacao
Plasma diluido (calibrador ou paciente).......oeeeeeeeeeeeesssscnee 200 pL

Incubar a 37°C por 2 minutos

Acionar o cronémetro ao adicionar a trombiNa..........ccooeeee 200 pL
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Registrar o tempo de coagulacdo e plotar os valores em segundos
encontrados em papel di-log das diluicdes da amostra, do calibrador
e do paciente.

As diluicoes da curva de calibragdo devem ser escolhidas de forma
que o tempo de coagulacdo obtido fique compreendido entre 8 e
25 segundos. Este intervalo € frequentemente obtido em diluicdo
1:10 do calibrador em tampédo Owren pH 7,35, equivalente a uma
concentracdo de fibrinogénio de 1,5 a 4 g/l.

Caso o tempo de coagulacao da amostra do paciente seja inferior ao
tempo de 8 segundos ou superior a 25 sequndos, deve-se repetir o
teste utilizando dilui¢des de 1:20 e 1:5, respectivamente, fazendo os
ajustes em funcéao dos fatores de diluicdo.

Valores de referéncia

0 valor de referéncia deve ser estabelecido localmente.

9.3.8 Deficiéncia de fator Il (protrombina)

A deficiéncia hereditaria de fator Il € transmitida de modo
autossdmico e recessivo, sendo a forma grave € muito rara. A
deficiéncia pode ser quantitativa ou qualitativa. Na deficiéncia
quantitativa da protrombina, a quantidade e funcéo estdo diminuidas
proporcionalmente, como ocorre na hipoprotrombinemia. Enquanto
que na deficiéncia qualitativa os niveis plasmaticos do antigeno sao
normais ou discretamente diminuidos e a funcdo diminuida, tal como
na disprotrombinemia.

O diagndstico laboratorial da deficiéncia da protrombina € sugestivo
a partir do prolongamento do TP, discreto prolongamento do TTPA,
TT normal e a determinacdo do fator Il por método funcional ou
coagulométrico. A diferenciacdo entre deficiéncia quantitativa e
qualitativa € feita com o auxilio do teste imunologico de determinacdo
do antigeno da protrombina.
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Reagentes e materiais
» Plasma substrato deficiente em fator Il
Tromboplastina calcica
Tampao Michaelis pH 7.35
Plasma calibrador
Plasma teste citratado pobre em plaquetas

v Vv Vv Vv Vv

Micropipetas de 100 ul, 200 pL e 1.000 pL com volume
requlavel

» Tubos plasticos para a diluicdo do plasma calibrador e
amostras

> Tubo de vidro 12x75 mm
» Banho-maria a 37°C

»  Crondmetro

» Papel di-log
Curva de calibracao

Preparar os reagentes de acordo com as instrucdes do fabricante

Preparar as diluicdes seriadas do plasma de referéncia, em tampao,
sendo que a primeira diluicdo € preparada de acordo com as
instrucdes do fabricante do substrato de FIl, 1/5 ou 1/10, e a atividade
serd o valor descrito na bula do calibrador referente ao fator a ser
determinado. E recomendavel que a curva de calibracdo seja realizada
COM no minimo seis pontos.

Caso a temperatura ambiente seja superior a 25°C, € necessario
manter os tubos plasticos contendo as diluicoes do plasma calibrador
e os tubos contendo a amostra do paciente diluida 1/5 ou 1/10 em
banho de gelo até a analise.

As amostras de pacientes para determinacdo de fator Il devem
ser descongeladas a 37°C por até cinco minutos somente apos a
realizacdo da curva referéncia e validacdo com controles normal e
patoldgico.
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Reacao

Adicionar em tubo de vidro a 37°C

Cada AITUICAO0 ervreeeeeeveveeeeeemsmmmssssssss s ssssesesesssesssssssssssssssssssssssssssssss s 100 pL
Substrato deficiente de fator [ eeeeeeeeeeeeeeeesmssssssssesses 100 pL
Misturar e incubar por 2 minutos a 37°C e adicionar:
Tromboplastina calcica preaquecida @ 37°Cu. . eeeeeeeemeeeeemmmmmmnns 200 pL

Registrar o tempo para formagdo do coagulo. Realizar teste em
duplicata.

Realizar o branco da reacdo, adicionando 100 ul do tampéo utilizado
nas diluicoes e prosseguir a realizacdo do teste. A atividade deve ser
inferior a 1%.

Resultados

Plotar a porcentagem da diluicdo na abscissa em papel di-log, € o
tempo em segundos na ordenada. Em coagulometros automatizados,
os volumes utilizados sdo diferentes, alguns aparelhos realizam
diluicoes das amostras automaticamente e a padronizacdo depende
deles.

Valores de referéncia:

O valor de referéncia deve ser estabelecido localmente.
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10 PLAQUETOPATIAS

10.1 Introducao

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos, anucleados, derivados
do megacaridcitos. Circulam na periferia do vaso na forma discoide
com diametro que varia de 2 a 4 micras € com a espessura de 0.9
micras. Quando ativadas emitem pseudopodes € mudam para a
forma esférica. No sangue periférico circula aproximadamente por
10 dias o numero dessas células pode variar de 150 a 450 mil/mm3.

No mecanismo hemostatico, as plaquetas participam tanto na
hemostasia primaria (adesdo, agregacdo e secrecdo) quanto na
hemostasia secundaria, fornecendo fosfolipides de membrana para
uma maior ativacao dos fatores de coagulacgao.

Adesédo plaquetaria

Quando o vaso ¢ lesado ocorre exposicdo dos componentes
subendoteliais (colagenos, fibronectina e laminina). O fator de von
Willebrand (FVW) circulante facilita a adesdo inicial se ligando ao
complexo glicoproteico plaquetario Ib/IX/V, em condicées de alta
forca de cisalhamento. Essa interacdo favorece outras ligagcoes ao
colageno subendotelial através dos receptores GPla -Ila e GPVI que
também promovem a ativacdo plaquetaria.

Agregacao plaquetaria

A resposta de ativacdo plaquetaria inclui mudangas da forma
(esferoide) com emissdo de pseudopodes e exposicdo de fosfolipides de
carga negativa (flip-flop), facilitando a interacdo com as proteinas da
coagulacao. Além disso, ha a exposicao do sitio ligante do complexo GP
llb-llla ao fibrinogénio e a interacdo plaqueta-fibrinogénio-plaqueta e
plaqueta-FVW (em local de alta forca de cisalhamento) resultando na
agregacao plaquetaria.

Secrecdo plaquetaria

Durante o processo de ativacao, o conteudo dos granulos alfa, densos
e lisossomais plaquetarios € secretado, amplificando o recrutamento
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e ativacdo de outras plaquetas circulantes no local proximo a lesao.
A partir dos granulos alfa sao liberados FVW, fatores de coagulagao
tais como fibrinogénio, fator V, fator XI, fator Xlll, a proteina de
adesdo P-selectina, fator plaquetario 4, -tromboglobulina, fatores
de crescimento derivados de plaquetas, inibidor do plasminogénio,
vitronectina e trombospondina. Dos granulos densos: ADP, ATP, ions
de calcio e serotonina e dos lisossomos as glicosidases e proteases,
enzimas criticas para a funcdo plaquetaria. Concomitantemente, é
liberado o acido araquidonico ligado a fosfatidilcolina da membrana
plaquetaria, por acdo da fosfolipase A2. O dcido araquidonico livre é
metabolizado pela enzima cicloxigenase (COX) tendo como produto
o eicosanoide tromboxano A2 (TXA2), potente agente agregante e
quimiotatico para outras plaquetas e leucocitos. Esse produto, assim
como o conteudo dos granulos, ¢ secretado para fora da plaqueta
através do sistema canicular aberto da plaqueta.

Outros processos bioquimicos envolvidos na agregagao e secrecao
plaquetaria

O ADP liberado, a trombina gerada no inicio da cascata da coagulacdo,
colageno e TXA2 ligam-se aos receptores de transmembrana
especificos das plaquetas circulantes. O sinal de ativacdo para o
interior da célula (transdugdo de sinal) é transmitido pelas proteinas
G (mensageiros primarios) que ativam outras enzimas envolvidas na
via metabolica, como a fosfolipase C e proteina C quinase, resultando
na elevacdo citoplasmatica de ions calcio e fosforilagdo de proteinas.
A ativacao enzimatica leva a mudancas no citoesqueleto favorecendo
a emissao de pseudopodes, reacdo de liberacdo dos conteudos
intragranulares, ativacdo da fosfolipase A2 e producdo do TXA2,
exposicao da membrana pro-coagulante e do complexo glicoproteico
llb-Illa.

Alteracdes de funcdo ou do numero de plaquetas causam
desequilibrio nas fases iniciais do sistema hemostatico, resultando em
manifestacdes hemorragicas ou tromboticas de variavel gravidade na
dependéncia do grau e tipo de alteracao.
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10.2 Alteracoes plaquetarias quantitativas: plaquetopenias e
plaquetoses

Plaquetopenias

As plaguetopenias sdo classificadas de acordo como o numero de
plagquetas circulantes, leve, moderada e grave se contagem for acima
de 50 mil/mm3, entre 20 mil e 50 mil/mm3 e abaixo de 20 mil/mms3,
respectivamente.

As plaquetopenias podem ter causas adquiridas ou hereditarias.
10.2.1 Plaquetopenias adquiridas

Uma das principais causas de plaquetopenia adquirida € a condicédo
conhecida como pseudoplaquetopenia, plaquetopenia laboratorial
ou plaguetopenia facticia, que acomete até 200 dos pacientes
hospitalizados. A diminuicdo do numero de plaquetas € devido a
presenca de plaquetas aglutinadas, que formam grumos e néo sao,
entdo, reconhecidos pelos contadores eletronicos. A confirmacédo
pode ser realizada por contagem manual em camara de Neubauer
ou esfregacdo de sangue em lamina. Esse fendbmeno se deve a
modificacdo antigénica na superficie plaquetaria ocasionada pelo
anticoagulante EDTA. Na maioria das vezes, a coleta de sangue em
citrato de sodio, em vez do EDTA, evita a aglutinacgdo plaquetaria com
anormalizacao na contagem. Qutra reacdo imunologica, o satelitismo
em que ocorre a adesdo das plaquetas aos leucocitos, também cursa
com contagem plaquetaria bastante reduzida quando avaliada por
contadores eletronicos. Assim, mediante um resultado de contagem
de plagquetas evidenciando plaquetopenia, deve-se sempre repetir a
contagem em EDTA com processamento rapido apos a coleta, em
citrato de sodio e/ou contagem das plaquetas em camara ou esfregaco
do sangue periférico. Caso o novo resultado evidencie plaquetas
normais, o diagnostico sugestivo € de pseudoplaquetopenia. No caso
de persisténcia do numero reduzido e presenca de aglutinacdo, o
resultado deve ser liberado como plaquetas aglutinadas e prossequir
a investigacdo da possivel causa.
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Qutras causas de pseudoplaquetopenia sao: a coagulacao do sangue
devido a coleta inadequada levando ao aumento do consumo de
plaguetas, presenca de crioaglutininas e a presenca de plaquetas
gigantes que, em equipamentos eletronicos podem ser confundidas
com leucocitos.

As plaquetopenias adquiridas podem também estar presentes
em doencas autoimunes, coagulacdo vascular disseminada,
esplenomegalia, em doencas que levam a supressdo da medula
dssea por infecgoes (virais e bacterianas), drogas, infiltracdo medular,
(leucemia, linfoma, neoplasia metastatica), em doencas que levam
a reducédo de producdo de plaquetas pela medula ossea (anemia
aplastica). Por efeito dilucional (apos transfusdo de grande volume
de concentrado de hemacias ou sangue total), entre outras.

10.2.2 Plaquetopenias hereditarias

Embora raras, as plaquetopenias hereditarias sao classificadas tendo-se
como base o tamanho das plaquetas ou a mutacdo genética que
ocasionou a diminuicdo de producéo. Além de apresentarem numero
reduzido, algumas plaquetopenias também apresentam fungdo
alterada.

Plaguetas pequenas: podem estar presentes na sindrome de
Wiskott-Aldrich (pool de estoque diminuido) e trombocitopenia
relacionada ao cromossomo X.

Plaguetas de tamanho normal: podem estar presentes na
trombocitopenia amegacariocitica congénita e anemia aplastica de
Fanconi.

Plaguetas gigantes: podem estar presentes na sindrome de Bernard
Soulier, pseudoDVW, anomalias relacionadas ao gene MYH9 ( May-
Hegglin; sindromes de Sebastian -defeito de liberacdo, Fechtner e
Epstein) e sindrome da plaqueta cinza (auséncia de granulo).

Plaquetoses
A plaquetose € a presenca de grande numero de plaquetas no
sangue periférico. Pode ser primaria (também denominada de
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essencial e causada por doenca mieloproliferativa) ou reativa que
frequentemente ¢ assintomatica, mas podendo causar trombose em
alguns pacientes.

Testes laboratoriais para a quantificacdo das plaquetas e
caracterizacdo de plaquetopenia hereditaria

» Contagem do numero de plaquetas do sangue periférico.

» Analise microscopica de esfregaco de sangue em lamina
corada com Leishaman ou corantes especiais como May
Grunwald Giemsa, no caso de investigacdo plaqueta cinza.

» Testes especiais (moleculares e bioquimicos).
Contagem de plaquetas

Métodos manuais

»  Método de Fonio

»  Cémara de Neubauer
Método de Fonio ou método indireto
Principio

As plaquetas sdo contadas em esfregaco de sangue em lamina e
posteriormente sdo relacionadas com o numero de eritrocitos por
mm3 de sangue. Além de quantificar o numero, o0 método de Fonio
possibilita a avaliacdo da morfologia da plaqueta. Entretanto, este
nao € o método com boa exatidao.

Técnica

» Coletar o sangue com EDTA tomando os cuidados
recomendados.

» Fazer o esfregaco do sangue em lamina e cora-la com o
corante de rotina.

» Contar as plaquetas existentes em, no minimo, 10 campos
com 200 eritrocitos por campo.
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» Determinar o numero de plaquetas considerando o numero
absoluto de eritrocitos por milimetro cubico.

Interpretacdo
Alteracdes morfoldgicas das plaquetas

Plaquetas gigantes e macroplaquetas: a presenca de macroplaquetas
no sangue periférico sugere turnover acelerado de plaquetas. Estao
presentes quando ocorre destruicdo periférica exagerada, como na
purpura trombocitopénica imunologica e tromboses extensas. Ja
as plaquetas gigantes sdao encontradas nas sindromes de Bernard
Soulier, plaqueta cinza, anomalia de May-Hegglin, sindromes de
Sebastian, Fechtner e Epstein.

Anisocitose plaquetaria: plaquetas pequenas, normais e grandes sem
predominio de tamanho. E encontrada em situacoes nas quais existe
aceleracdo do processo de producdo de plaquetas, tal como nas
sindromes mieloproliferativas e mielodisplasicas.

Método eletronico

Atualmente, um grande numero de equipamentos eletronicos tem
sido empregado na rotina de contagem plaquetaria, sendo que
a maioria deles utiliza o método de impedancia elétrica ou sinal
optico. Os mais modernos sdo baseados na deteccao imunoldgica por
citometria de fluxo com auxilio de fluorocromo conjugado com o
monoclonal CD61.

Além da acuracidade na contagem, os métodos eletronicos permitem
a avaliacdo de alguns parametros plaquetarios, como o volume
plaquetario médio (VPM) e amplitude de distribuicdo das plaquetas
(PDW) ou indice de anisocitose plaquetaria.

0 volume plaquetario médio (VPM) tem sido utilizado para distinguir
as plaquetopenias por reducédo da sobrevida das plaquetas (VPM alto)
das causadas por deficiéncia de producdo medular (VPM baixo).

Apesar da sensibilidade dos equipamentos eletronicos, os de leitura
por impedancia apresentam limitacoes quanto a descriminacgao de
plaguetas de outras particulas de mesmo tamanho, como € o caso
de plaquetas gigantes e por outro lado, hemdcias microciticas. Além

109



disso, estes equipamentos podem apresentar erros em contagens
plaquetdrias abaixo de 30.000/mm?®.

Contagem de plaquetas em Camara de Neubauer
Coleta

O sangue para a contagem de plaquetas deve ser colhido
preferencialmente  em EDTA. Em casos de suspeita de
pseudoplaquetopenia, o sangue deve ser colhido também em citrato
de sodio 3.2% e ao resultado devem ser acrescidos 10% ao numero
de plaquetas obtido.

Solugéo de lise e diluicdo
» Oxalato de amonio 1%
» Oxalato de amonio ----------- 10 ¢
» Agua destilada g.s.p. ~------- 1000 mL

Apos a solubilizacdo completa, a solucdo deve ser filtrada para a
retirada de qualquer residuo que possa interferir na contagem. A
solucdo pode ser mantida em geladeira por até dois meses.

Procedimento

» Aspirar 100 pL de sangue com pipeta automatica, enxugando
a ponteira, sem absorver o sangue do interior da ponteira.

» Dispensar o volume no tubo plastico contendo 1,9 mL de
oxalato de amonio 1%.

» Tampar o tubo, homogeneizar o sangue diluido, por cinco
vezes, e aguardar 10 minutos para a hemolise completa.

» Preparar a camara de Neubauer. A laminula deve ficar
totalmente fixada na cdmara.

> Apos 10 minutosda lise, homogeneizar novamente, preencher
a camara com o material, sem permitir a formacédo de bolhas
ou extravasamento do liquido para fora da laminula.

» Deixar em repouso por 10 minutos em camara umida
(recipiente fechado com bolas de gaze umidecidas).
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»

Fazer a contagem das plaquetas presentes em 5 dos 25
quadrantes centrais (local de contagem de hemdcias e
plaquetas).

Caso o0 numero de plaquetas esteja abaixo de 10.000/mm3
as plaquetas presentes nos 25 campos devem ser contadas.

Valor normal: 150 mil a 450 mil/mm3

10.3 Alteracoes plaquetarias qualitativas (plaquetopatias)

As plaquetopatias podem ser de causa hereditaria ou adquirida,
sendo que as ultimas sdo mais frequentes.

10.3.1 Plaquetopatias hereditarias

As plaquetopatias hereditarias podem ser diagnosticadas de acordo
com alteracoes de funcao:

4

Defeitos primarios na interacdo plaqueta-parede de vaso
(doencas de adesdo): estas sdo a doenca de von Willebrand
(DVW) e a sindrome de Bernard Soulier (diminuicido ou
auséncia do complexo glicoproteico plaquetario 1b/IX/V).

Defeitos primarios na interacdo plaqueta-plaqueta (doenca
de agregacdo): afibrinogenemia (auséncia de fibrinogénio
plasmatico) e trombastenia de Glanzmann (alteracdo do
complexo glicoprotéico plaquetario Ilb-1lla).

Defeitos de estoque dos granulos, secrecao e transducéo de sinal.

Doenca de pool de estoque

» Granulo, denso ou ambos.

» Doenca de Quebec (estoque aberrante de ativador do

plasminogénio tipo uroquinase degradando o conteudo dos
granulos).

Doenca de secrecdo plaquetaria e transducdo de sinal

» Defeitos de interacdo plaqueta - agonista devido a

anormalidades nos receptores de TXA2, ADP e colageno.
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» Alteracdo da metabolizacdo do acido araquidonico e
sintese de TXA2, devido a diminuicdo da liberacdo do acido
araquidonico, deficiéncia das enzimas cicloxigenase ou
tromboxano sintetase.

» Defeito na ativacdo das proteinas G (mensageiras primarias).

» Defeito no metabolismo do fosfatidilinositol ligado a
membrana celular.

» Defeito na mobilizagdo de calcio intracitoplasmatico.
» Deficiéncia da proteina C quinase.

Doenca de fungdo pro-coagulante
Defeito na membrana fosfolipidica - sindrome de Scott
» Fator V plaquetario anormal (fator V New York)
Defeitos na estrutura e componentes do citoesqueleto plaquetario

» Doengas relacionadas com o gene MYH9
> Sindrome de Wiskott-Aldrich
»  Esferocitose plaquetaria

A prevaléncia das doencas plaquetarias hereditarias na populacio
geral ndo esta bem estabelecida. Contudo, em individuos com diatese
hemorragica (exemplo menorragia), a DVW, alteracdo de secrecdo
e sinalizacdo plaquetaria sdo mais comuns que as deficiéncias de
granulos, defeitos na producdo de TXA2 e outras.

10.3.2 Plaquetopatias adquiridas

Ao contrario das plaquetopatias hereditarias, que sdo raras, as doencas
de funcdo plaquetaria adquiridas séo comumente encontradas na
pratica hematologica. Algumas doencas sistémicas e varias drogas
podem estar envolvidas. Entre as doencas destacam-se mieloma
multiplo, insuficiéncia renal, doencas mieloproliferativas, cirrose, lupus
eritematoso sistémico e situagdes como a circulacdo extracorporea.
Quanto as drogas, citam-se os anti-inflamatorios nao esteroidais
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como o acido acetilsalicilico (AAS), ibuprofeno, acetominofeno,
anti-inflamatorios esteroidais, clopidogrel, ticlopidina, prazugrel,
antibioticos em altas doses, anestésicos, tranquilizantes fenotiazinicos
e outros.

Os principais mecanismos associados a disfuncao plaquetaria induzida
por medicamentos sdo a inibicdo da sintese das prostaglandinas,
aumento dos niveis de AMP ciclico (cAMP) plaquetario e interferéncia
com a funcdo receptora da membrana plaquetaria. Porém, a disfuncdo
plaquetaria secundaria a doencas sistémicas esta mais relacionada
a presenca de proteinas plasmaticas anormais (por exemplo,
paraproteinas do mieloma), proteinas como produtos de degradacio
da fibrina (PDFs) e diminuicdo do contetdo intragranular.

10.4 Testes laboratoriais

Os testes laboratoriais, além de auxiliar no diagnostico da
disfuncdo plaquetaria, sdo empregados para monitoracdo de
drogas antiplaquetarias, de terapia pro-hemostaticas, prevencao de
trombose ou sangramento e no controle de qualidade de plaquetas
estocadas para transfusao.

Testes iniciais ou de triagem

» Contagem de plaquetas

» Tempo de sangramento (TS)

Testes especificos
» Agregacdo plaquetaria por sistema optico
» Agregacao plaquetaria por impedancia
Testes especiais
» Avaliagdo da secrecdo do contetido intragranular (e densos):
- Determinacdo plasmatica de fator plaquetario 4

- Determinacdo plasmatica de-tromboglobulina
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- Captacéo de serotonina plaquetaria
- Luminescéncia (liberacdo de ATP)

» Citometria de fluxo para deteccdo das glicoproteinas de
membrana plaquetaria.

» Microscopia eletronica.
» Estudos moleculares

»  Estudos de fosforilacdo de proteina, expressao de receptor e
outros.

Até os anos 80 eram utilizados, na pratica clinica, apenas os testes
tradicionais de funcdo plaquetaria como TS, agregacdo plaquetaria
por sistemas optico e impedancia, além de alguns testes bioquimicos.
Desde o ultimo manual do Comité Britdnico de Padronizacdo em
Hematologia (BCSH) 1988, uma variedade de novos testes de funcéo
plaquetaria foi disponibilizada e isso inclui a citometria de fluxo e
outros equipamentos.

10.4.1 Testes de triagem

» Contagem de plaquetas: vide sessao 10.2
»  Tempo de sangramento (TS - Ivy)

0O teste TS foi introduzido nos anos 50 para a avaliacdo, in vivo, da
hemostasia primaria. Historicamente, o procedimento foi desenvolvido
por Duke. Com auxilio de uma lanceta, € feita uma incisdao no lobulo
da orelha e 0 sangramento € avaliado de 30 em 30 segundos até a
parada. Mais tarde, lvy modificou o teste realizando pequenas incisoes
no dorso do antebrago, mantido a uma pressao arterial constante. Com
o lancamento no mercado dos chamados dispositivos ou templates, as
incisdes para o tempo de sangramento passaram a ser padronizadas
tanto em relacdo ao tamanho quanto a profundidade. Porém, mesmo
com o uso dos dispositivos, 0 teste de triagem apresenta varias
desvantagens, motivo pelo qual esta sendo descontinuado na pratica
clinica. E invasivo, pode promover a formacgdo de queloide, pouco
reprodutivel, depende do operador, baixa sensibilidade a disfuncao
leve e pouca correlacdo com a tendéncia a sangramento. Além disso, é
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influenciado por varios fatores como idade, sexo, temperatura da pele,
hematocrito, o local e a direcao da incisao.

Nos ultimos dez anos os grandes centros internacionais de hemostasia
tem substituido o teste de triagem TS pelo equipamento analisador
de funcao das plaquetas, no Brasil passou a ser utilizado somente ano
de 2008, mas em poucos centros especializados.

10.4.2 Testes especificos

10.4.2.1 Agregacao plaquetaria por sistema optico

O teste de agregacdo plaquetaria por sistema oOptico € considerado
padrdo ouro para a avaliacao da funcao das plaquetas. O equipamento
agregdmetro detecta a transmissdo luminosa que passa através do
plasma rico em plaquetas em suspensao. A medida que as plaquetas
se agregam por adicdo de um agente agregante ocorre diminuigao
da turbidez e um aumento proporcional de passagem de luz que ¢
captada por um detector e um amplificador de sinal.

A metodologia consome tempo e deve ser realizada por profissional
especializado que além do conhecimento teodrico da fisiologia
plaquetaria, controle cuidadosamente as varidveis pré-analiticas e
analiticas garantindo a confiabilidade dos resultados.

Apesar da ampla utilizacdo da agregacao plaquetaria por sistema
optico e publicacdes de varios manuais, todas as etapas que compdoem
0 método ainda néo estdo padronizadas.

Recentemente o subcomité de fisiologia plaquetaria da Sociedade
Internacional de Trombose e Hemostasia publicou o consenso de
varios laboratorios de referéncia, para a padronizacdo da agregagao
plaguetaria por sistema oOptico quanto a utilizagdo clinica do
teste, variaveis pré-analiticas (coleta, processamento), escolha dos
reagentes e concentracoes utilizadas, técnica do procedimento e
avaliacdo dos resultados.

Segundo o subcomité, as variaveis pré-analiticas podem ser reduzidas
quando sequidas as seguintes recomendacdes:
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O sangue deve ser coletado apds um periodo de descanso do paciente
quando vai ao laboratorio, para atenuar o efeito da liberacdo da
adrenalina induzida pelo exercicio fisico, na agregacao plaquetaria.

4

Coleta

Individuos tabagistas devem abster-se de fumar no minimo
30 minutos antes da coleta de sangue.

Abstencdo de café no minimo 2 horas antes da coleta de
sangue.

Registro de todos os medicamentos que o paciente faz uso.

Tratamento com drogas de efeito antiagregante com acéo
reversivel devem ser descontinuados pelo menos trés dias
que antecedem a coleta (com a autorizacdo do médico do
paciente).

Tratamento com drogas de efeito antiagregante com acao
irreversivel (acido acetilsalicilico - AAS, tienopiridinas) devem
ser descontinuados pelo menos dez dias que antecedem a
coleta (com a autorizacdo do médico do paciente).Quando
o0 tratamento com drogas que alteram a funcao plaquetaria
nao puder ser interrompido, o laboratorio deve ser informado

para melhor interpretacdo dos resultados.

Puncao e agulhas

Para a coleta adequada € muito importante a experiéncia e a destreza
do flebotomista. O excesso de manipulacdo da agulha danifica o
tecido, ocasionando maior exposicdo do subendotélio, liberacdo de
fator tecidual e ativacdo plaquetaria.

E recomendavel a puncdo da veia com de agulhas de calibre 21 para
os adultos e 23 para criancas, se possivel sem garroteamento.

No caso de veia de dificil acesso, deve ser adotada a técnica de duas
seringas para facilitar o descarte dos trés primeiros mililitros de
sangue. Alternativamente, se o sangue for collhido em tubo a vacuo,
0 primeiro tubo deve ser descartado.
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Tubos

Os tubos de coleta devem ser de plastico ou de vidro revestido com
silicone para evitar a adesao e ativagao das plaquetas promovida pela
carga negativa da superficie do vidro.

Apds varios testes foi demonstrado que o uso de tubos a vacuo nao
promove ativacdo plaquetaria, portanto podem ser utilizados.

Para evitar a contaminacdo indesejada entre os diferentes
anticoagulantes o tubo contendo citrato de sodio deve ser o primeiro
a ser coletado.

Anticoagulante

O citrato de sodio 3.2% ou 3.8%, na proporcao de 1 volume de
anticoagulante para 9 volumes de sangue, deve ser o anticoagulante
para a coleta do sangue para agregacdo plaquetaria. Nos casos em
que o hematocrito estiver abaixo de 25% ou acima de 55%, faz-se
necessaria a correcao do volume de anticoagulante tal como descrito
no item 6.1.1.1.

Apds a introducdo do sangue nos tubos, esses devem ser
homogeneizados, mesmo os tubos a vacuo, delicadamente (4 a
5 vezes) sem a formacdo de espuma para evitar a ativacdo da
coagulacao e plaquetas, além da hemolise.

Envio e processamento da amostra

O material deve ser identificado e enviado imediatamente ao
laboratorio a temperatura ambiente. As temperaturas extremas
devem ser evitadas para a manutencao da integridade da amostra.

De acordo com os centros de referéncia, as amostras destinadas aos
testes de funcdo plaquetaria ndo devem ser transportadas por sistema
pneumatico ou transporte motorizado por causarem a ativacdo das
plaquetas durante o percurso. O sangue deve ser coletado proximo
ao laboratorio que realiza o exame.
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Preparacdo do Plasma Rico em Plaquetas - PRP

Para a realizacdo da agregacdo plaquetaria por sistema optico, o
sangue € centrifugado a 200 g por 5 a 10 minutos a temperatura
ambiente (sem opgéo de freio da centrifuga para evitar a ressuspenséo
das hemacias) para a obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP).
Nota importante: Os tubos devem ser centrifugados com tampa para
a manutencao do pH entre 7.7-8.0.

O PRP ¢ removido cuidadosamente com auxilio de pipeta plastica e
colocado em tubo de plastico com tampa. Deve-se evitar também a
formacdo de espuma e contaminacdo com eritrocitos e leucocitos.

Apds leve homogeneizagdo, uma pequena aliquota deve ser retirada
para a contagem das plaquetas do PRP. Quando o plasma rico em
plaquetasapresentar nimero inferior a 150 mil/mm? os resultados ndo
sao confiaveis e a técnica de concentracdo do numero de plaquetas
por centrifugacdo nao € recomendavel, por induzir ativacao.

De acordo com alguns autores, a resposta de agrega¢ao plaquetaria
sofre pouca influéncia quando o numero de plaquetas do PRP
varia entre 300 mil/mm3 a 600 mil/mm3. O reajuste do numero de
plaquetas do PRP deve ser realizado quando exceder a 600 mil/mms,
com solucdo fisiologica e ndo com plasma autologo. A justificativa
dessa mudanca € devido a liberacdo de ADP por eritrocitos e
plaquetas durante a centrifugacdo em alta rotacdo para a obtencao
do plasma autdélogo pobre em plaquetas. O agonista presente no
plasma promove a dessensibilizacdo dos receptores plaquetarios de
ADP resultando em diminuicao de resposta de agregacao.

A resposta plaquetaria aos agonistas se altera ao longo do tempo.
Logo apos a preparacdo do PRP, as plaguetas sdo hiporresponsivas.
A resposta se inicia apos 15 minutos, aumenta aos 30 minutos e
permanece estavel até a terceira hora apos o preparo do PRP. Apos
esse tempo, a resposta diminui novamente em consequéncia da
exaustdo da reserva de energia da plaqueta. Portanto, a agregacao
plaquetaria por sistema Optico deve ser realizada entre 15 a 30
minutos apos a preparacdo do PRP e finalizada dentro de 3 a 4 horas.
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Agentes agregantes plaquetarios

Varios agentes agregantes podem ser empregados para o diagnostico
de plaquetopatias hereditarias e adquiridas, bem como para o
controle de drogas antiagregantes como ADP (adenosina 5' difosfato),
epinefrina ou adrenalina (ADR), colageno, acido araquiddnico (AA),
peptideo ativador de receptor de trombina (TRAP), U46619 (reagente
que mimetiza o tromboxano A2), plasma bovino e ristocetina, como
agentes aglutinantes.

A escolha dos reagentes para a investigacdo depende da suspeita
clinica. Um exemplo € a doenca trombastenia de Glanzmann que
apresenta diminuicdo ou auséncia do complexo glicoproteico
llb-1lla plaquetario (GPIlb-llla). Para o seu diagnostico os agonistas
empregados sao ADP, ADR, AA e coldgeno, cuja agregagao €
dependente do complexo GPIlb-Illa. O reagente ristocetina nao é
indicado nesse caso, pois 0 mecanismo de acao € modificar a estrutura
FVW para melhor interagir com a glicoproteina Ib da plaqueta. A
ristocetina deve ser utilizada no auxilio de diagnostico de sindrome
de Bernard Soulier (deficiéncia ou auséncia do complexo GPlb-IX-V),
DVW e pseudoDVW.

Concentracées dos reagentes

As solucoes estoque devem ser mantidas conforme instrugdes do
fabricante, e o volume utilizado na agregacdo plaquetaria ndo deve
exceder a 10% do volume do PRP para ndo ocorrer diluicdo das
plaguetas.

ADP - a concentragdo da solucdo estoque ¢ variavel, depende da
marca do reagente e equipamento utilizado. A maioria das marcas
apresenta a concentracao de 1 mM.

Concentragoes finais recomendadas: 2 pM a 10 uM.

Interpretacdo da curva: geralmente, em individuos normais, a
concentracdo final de 2 uM promove duas ondas distintas de
agregacao, e de a 10 pM as ondas se fundem. A primeira onda
representa a interacao do ADP com os seus receptores especificos
(P2Y12 e P2Y1) e a presenca das glicoproteinas Ilb-llla; a segunda
onda € a resposta de liberacdo endogena de ADP e metabolizacdo
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do dcido araquidonico em tromboxano A2 (TXA2), potente agente
agregante.

Adrenalina ou epinefrina - a concentracdo da solugdo estoque
também € variavel. Muitos laboratorios, por problemas de custo,
utilizam a epinefrina hospitalar (concentragdo aproximada de 1mM),
porém geralmente apresentam baixa estabilidade.

Concentragoes finais recomendadas: 5 pM a 10 uM.

Interpretacdo da curva: a adrenalina interage com os receptores -
adenérgicos e assim como o ADP ¢ dependente do complexo
GPllb-Illa. A curva de agregacao classica consiste de uma primeira
onda curta sequida de uma grande resposta secundaria.

Colageno - de acordo com a literatura, a suspensdo mais estavel ¢ a
derivada de tenddo de equino (1 mg/mL).

Concentracées finais recomendadas: 1 a 5 pg/mL O colageno
na concentracdo final de 1 ug/mL ¢ utilizado na monitoracéo de
inibicdo da cicloxigenase promovida pelo dacido acetilsalicilico,
como antiagregante. Ja a concentragdo de 5 pg/mL avalia a via da

fosfolipase C plaquetaria.

Interpretacdo da curva: a resposta plaquetaria ao colageno € definida
inicialmente por interagdo com os receptores plaquetdrios (GPla/lla;
GPVI) que promove aumento de densidade dptica devido 8 mudanca
de forma sequida a uma fase de laténcia, onde as plaquetas se
aderem as fibras do coldageno e posteriormente agregam por meio
dos receptores GPIlb-Illa.

Acido araquidonico (AA) - o reagente utilizado para a agregacao
plaquetdria deve estar na forma de sal sodico, para melhor a sua
solubilidade (solucéo estoque 50 mM). Uma das marcas existentes no
mercado, de AA tem a formulagdo oleosa havendo a necessidade de
ser misturada a albumina bovina, para melhor solubilidade.

Obs.: A solucdo estoque deve ser protegida da luz, ndo ter contato
com oxigénio e para a prevencao de oxidagdo manter o tubo sempre
tampado.
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Concentracdes finais recomendadas: 0,5 a 1,6 mg/mL.

Interpretacao da curva: quando as plaquetas sdo estimuladas com
0 agonista AA em concentracgdes finais de 0.5 a 1,6 mM ¢ avaliada
a via enzimatica da cicloxigenase. Ocorre uma rapida metabolizacdo
deste composto pela cicloxigenase a endoperoxidos ciclicos e TXA2,
com formagdo de uma unica onda de agregacdo. Além de ser
empregado para o diagnostico laboratorial de deficiéncia hereditaria
da cicloxigenase e trombastenia de Glanzmann (deficiéncia ou
auséncia do complexo GPIlb-Illa), é utilizado em alguns laboratorios
para o controle terapéutico do antiagregante plaquetario, acido
acetilsalicilico (AAS) nas concentracdes finais de 1 mM e 1,6 mM.

Ristocetina - ¢ um antibiotico que atua como cofator da ligacédo
FVW plasmatico - Glb plaquetario. O reagente auxilia o diagnostico
nao so de DVW como pseudoDVW e sindrome de Bernard Soulier.

As concentracoes finais de uso para o diagnostico de DVW e
pseudoDVW estdo discutidas no capitulo de DVW. No caso de sindrome
de Bernard Soulier as plaquetas com auséncia ou diminui¢do do
complexo GPIb-IX-V respondem em concentraces acima de 1,2 mg/
mL. A ristocetina € também utilizada na investigacao da sindrome de
Bernard Soulier.

A diferenciacao laboratorial da DVW e a sindrome de Bernard Soulier
€ realizada adicionando-se o plasma bovino ou crioprecipitado, ricos
em FVW (+15 pl), ao PRP contendo ristocetina na concentragdo em
que as plaquetas nio responderam (1,2 mg/mL). Caso apos a adigdo
do fator von Willebrand exdgeno haja aglutinacdo plaquetaria,
fica demonstrado que a falta de resposta a ristocetina foi devido
a deficiencia do FVW plasmatico. Caso contrario, caracteriza-se
a auséncia ou a deficiéncia da glicoproteina GPlb da plaqueta
(Sindrome de Bernard Soulier).

Agregacio espontanea (SPA) - deve ser realizada para todos os
pacientes. O mesmo volume de PRP, que € utilizado para os agonistas
plaquetarios, € colocado no agregdbmetro sem estimulo. Se positiva
(>200%) revela hiperagregagdo plaquetaria, mesmo quando a resposta
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estiver diminuida ou normal com os outros agentes agregantes. Neste
manual ndo sera abordado o tema "hiperagregacdo plaquetaria ou
plagueta viscosa"

A agregacao plaquetaria por sistema Optico revela as diferentes fases
da cinética de agregacdo quando o agente agregante € adicionado
ao PRP (Figura 9).

Figura 9 - Cinética da agregagdo plaquetaria sistema Optico

| 2 1- Plaquetas sem estimulo
o mIET B
i " Receptor especifico 2- Adicao do agente
| agregante

Mensageiros primarios

Gllb-llia 3- Mudanca de forma e
agregacgao primaria -
depende de receptor
especifico, mensageiros
primarios e GPIlIb-LLLa

Light Transmission

ADP,ATP, serotonina, TXA2

4- Agregacao
secunddria - secrecao
plaquetdria de ADP, ATP,
seretonina,
tromboxano A2

min

Fonte: Laboratorio de Hemostasia USP.

A Figura 10 mostra as curvas caracteristicas de agregac¢ao plaquetaria
com os agentes agonistas ADP, adrenalina, colageno e acido
araquidonico.

Técnica de agregacdo plaquetaria ria por sistema oOptico ADP,
adrenalina, por sistema optico
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Figura 10 - Curvas de agregacio plaqueta coldgeno e acido araquidonico

i i S | (A) ADP 5 uM (duas ondas
Rl distintas)

(B) ADP 10 pM (duas ondas
AbE fundidas)

(C) adrenalina 5 uM

(D) coldgeno 5 pg
(A)

(B) (E) &cido araquidénico 0.5 pM
—M.‘ 2 | 1 ‘2
‘1
\_ / adrenalina \ colageno
g fase def *
'; laténcial
acido araquidénico

(©)

Fonte: Laboratorio de Hemostasia USP.

Expressdo e avaliacdo dos resultados - Os resultados de agregagdo
plaquetdria por sistema doptico podem ser expressos.

4

Amplitude de agregacéo (%), calculada: (A/B) x 100, em que
A =0 a 100 de amplitude e B = o valor da amplitude de
agregacao das plaquetas do paciente.

Presenca de mudanca de forma, no caso de agregacao
plaquetaria com ADP.

Comprimento da fase de laténcia ou "lag fase" no caso de
agregacao plaquetaria com colageno.

Velocidade de agregacéo (slope).
Desagregacdo da segunda onda.

Avaliagdo  qualitativa da  agregacdo  plaquetdria
(hipoagregante ou normo agregante).
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Os laboratorios devem estabelecer os intervalos de referéncia de
normalidade e validar o teste para cada lote e concentracdo do
reagente utilizado.

Quando o parametro de avaliagdo da agregacdo plaquetaria for
por amplitude de agregacdo, apesar do estabelecimento prévio dos
valores normais de referéncia, € importante observar o perfil das
curvas de agregacao. E possivel que a amplitude de agregacao esteja
dentro dos valores de referéncia, mas com a auséncia de segunda
onda.

Consideragoes importantes:
» O tempo de reacdo deve ser entre 5 e 10 minutos.

» Osreagentes devem ser mantidos em banho de gelo durante
a reacao.

» PRP deve ser mantido a temperatura ambiente.

» O PRPdeve seradicionado no tubo de reacdo imediatamente
antes da reacao.

» A resposta de agregacdo plaquetaria alterada deve ser
repetida em outro momento para a confirmacdo do
diagnostico.

» O perfil de curva de agregacdo plaquetaria deve ser sempre
considerado.

» Naoha CQE de agregacao plaquetdria com o uso de plaquetas
frescas no teste. Para tal, deve-se utilizar como controle, em
paralelo ao teste do paciente, um pool de PRP de individuos
normais (n = 10), obtido nas mesmas condigoes.

Interpretacdo da agregacdo plaquetaria por sistema optico

Devido ao grande numero de fatores interferentes, a interpretacao
dos resultados de agregacao plaquetaria requer cautela. Como foram
mencionados anteriormente, os medicamentos que contém AAS nio
devem ser ingeridos durante os dez dias que antecedem a prova, a ndo
ser que seu efeito sobre as plaguetas esteja sendo investigado. Além
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do AAS, outras substancias podem interferir na funcdo plaquetaria,
assim como alguns componentes que fazem parte da "dieta normal”
quando ingeridos em excesso, como alcool, cebola, alho, gengibre
podem diminuir a agregacdo plaquetaria. Varias drogas, alimentos e
complementos podem interferir na funcédo das plaquetas (Quadro 4).

Caso a amplitude de agregacao plaquetaria do paciente esteja
dentro dos valores de normalidade estabelecidos pelo laboratorio,
a funcdo plaquetaria é considerada normal (lembrando que nas
doses recomendadas, as plaquetas normais ndo apresentam
desagregacgdo). Entre os resultados de agregacdo plaquetaria
esperados, aproximadamente 16% da populacdo geral apresenta
hipoagregabilidade com epinefrina sem manifestacdo hemorragica.

Quadro 4 - Drogas, alimentos e complementos que atuam na fungdo plaquetdria

Agente
Abciximab (ReoPro)
Ticlopidina , clopidogrel
Epoprostenol

Anti-inflamatérios nao esteroidais (AAS)

Blogueadores de canais de célcio
Antidepressivos triciclicos, fluoxetina
Estatinas

Anestésicos

Fenotiazinicos

Oleos de peixe

Vitamina E, cebola

Mecanismo de Acao
Inibicdo GPIlb-lla
Inibicdo receptores de ADP
Ativacdo da adenilciclase
Inibicdo da geracédo de TXA2
Inibicdo dos canais de calcio
Inibicdo da captacédo de serotonina
Interferéncia na via de sinalizacao
Diminuicdo da agregacao
Diminuicdo da agregacao
Reducao da geracao de TXA2
Inibicdo do metabolismo do AA

Fonte: World Federation of Hemophilia. Disponivel em: <www.wfh.org>. Acesso em: 2008.

O Quadro 5 apresenta o consenso norte americano de interpretacao
dos testes de agregacado plaquetaria por sistema optico.
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Quadro 5 - Consenso norte americano de interpretagdo dos testes de agregagéo
plaquetdria por sistema dptico

Resultados obtidos

Agregacao ausente ou
diminuida com AA,
normal com analogo

de TXA2 (U46619) e
diminuida com baixa
concentracao de
colageno (1 ug/ml) e
auséncia da segunda onda
com epinefrina.

Somente agregagdo com
ristocetina e ausente com
todos os outros agentes
agonistas.

Agregacéo ausente com
altas concentracoes de
ristocetina associada

a plaguetopenia com
presenca de plaquetas
gigantes (podendo ser de
tamanho normal quando
o defeito é adquirido).

Agregacao aumentada
ou com ristocetina em
baixas doses (<0,6 mg/
mLb).

Agregagdo anormal
com ADP epinefrina
e colageno. Resposta
com ADP diminuida
na primeira onda e
ausente de segunda
onda.

Alteracao de dois

ou mais agonistas:
ADP e colageno com
amplitudes reduzidas
e auséncia de resposta
secundaria a epinefrina
dave ser considera
epinephrine, are
considered epinefrina
com auséncia de
segunda onda.

Interpretacdo

Defeito aspirin-like (induzido
por droga ou defeito
hereditario da enzima
cicloxigense).

Possivelmente trombastenia
de Glanzmann (hereditaria ou
adquirida).

Possivelmente sindrome de
Bernard Soulier (hereditaria
ou adquirida); a DVW deve ser
excluida.

Possivelmente DVW do tipo 2B
ou pseudo-DVW

A possibilidade de defeito
do receptor do ADP, P2Y12
deve ser considerada se o
paciente ndo faz uso de
clopidogrel.

Esses achados sugerem
que existe doenca
plaquetaria. Os resultados
devem ser confirmados
em outra amostra, se for
clinicamente indicado.
Resultados considerados
sugestivos de defeito de
secrecao plaquetaria.

Investigacdes futuras

Repetir a agregacao sem
ingestdo de AAS ou outras
drogas anti-inflamatorias ndo
esteroidal.

Repetir o teste em outro dia,
caso o resultado se confirme.

Andlise das plaquetas do
receptor de fibrinogénio
GPllb-Illa por citometria de
fluxo.

Repetir o teste em outro dia,
caso o resultado se confirme.

Analise das plaguetas do
receptor do FVW GPlb-IX-V
por citometria de fluxo.

Repetir o teste em outro dia,
caso o resultado se confirme.

Determinagdo do antigeno
e atividade do FVW e teste
diferencial DVW e pseudo-
-DVW.

Repetir o teste em outro
dia para a confirmacao.

Pesquisa de liberacédo de
ATP efou microscopia
eletrénica dos granulos
densos.
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Conclusao

| Resultados obtidos Interpretacdo Investigacdes futuras

Repetir o teste em outro

Anormalidade Resposta de agregacao dia para a confirmacdo.

detectada com alterada com um unico

apenas um agonista agonista pode representar Pesquisa de liberacdo de

(excluindo colageno falsa positividade de ATP e/ou microscopia

ou ristocetina). doenca plaquetaria. eletronica dos granulos
densos.

Fonte: (HAYWARD et al., 2010).

Concluindo, a agregacdo plaquetaria por sistema oOptico ¢ a
ferramenta mais utilizada para a avaliagdo da funcgdo das plaquetas
em doencas hemorragicas. Seu poder discriminatorio entre individuos
"assintomaticos” e com doenca plaquetaria hereditaria aumenta a
medida que se detectada a diminuicdo de amplitude de agregacao
em dois ou mais agentes agregantes. Apesar disso, ainda apresenta
alguns problemas como falta de padronizacdo das concentragoes
dos agentes agregantes, moderada reprodutibilidade dos resultados
e moderada sensibilidade na deteccdo de doencas plaquetarias
relacionadas a deficiéncia de granulos. Foi demonstrado que 33%
de pacientes com doenca de granulos densos apresentam agregacao
plaguetaria normal. A confirmacdo da doenca de granulo dessa
populacdo de pacientes s6 € possivel com o estudo de liberacdo de
ATP e microscopia eletronica das plaquetas.

10.4.2.2 Agregacao plaquetaria por sistema de impedancia

A agregacdo por sistema de impedancia elétrica ndo requer
processamento do sangue, portanto as plaquetas ndo sdo ativadas.
Em casos de hematocrito normal, o sangue total € diluido 50% com
solucdo fisiologica, porém se estiver abaixo de 25%, recomenda-se
utilizar a amostra sem diluicao.

O método avaliaainteracdo das plaquetas com eritrocitos e leucocitos
e, além disso, favorece a investigacdo da funcdo plaquetaria em
criangas e idosos devido ao pequeno volume de sangue utilizado.

Concentragao dos reagentes

ADP - 3 agregacdo em sangue total requer concentracoes finais de
5uMe 10 uM.
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Além de auxiliar no diagnostico de plaquetopatias hereditarias, € o
agonista de escolha para monitoracdo terapéutica das tienopiridinas
(clopidogrel, ticlopidina e prazugrel).

Adrenalina - ndo ¢ utilizada em sangue total por ser um agonista
muito fraco.

Acido araquidonico - da mesma forma que no sistema optico, é
utilizado no controle terapéutico do AAS, na concentracdo final de
0.5 puM.

Colageno - quando utilizado em baixas concentracdes (1 a 2ug
mL), é inibido por AAS e em concentragdes mais altas (5 pg/mL) a
agregacao plaquetaria com colageno nao € afetada.

Trombina - apesar de ser um agente agonista forte, ¢ mais utilizado
na investigacdo de secrecdo plaquetaria. Como agente agregante, a
trombina induz a formacédo de fibrina o que dificulta a visualizacdo
da curva de agregacao.

Ristocetina - na concentracdo final de 1.0 mg/mL, individuos
normais apresentam impedancia elétrica maior que 5 ohms e tempo
de laténcia < que 70 segundos. Ja os pacientes com doenca de von
Willebrand do tipo 2B, apresentam impedancia elétrica maior que 20
ohms, em baixas concentracées (0.5 e 0.25 mg/mL) de ristocetina.

Interferéncias e limitacoes: A agregacdo em sangue total por
impedancia sofre interferéncias de drogas que atuam no metabolismo
plaquetario, hematocrito baixo, e € limitada em amostras contendo
plaquetas abaixo de 50 mil/mm?

Resultados: a amplitude de agregacdo é expressa em Ohms.
Interpretacao

Cada laboratorio deve estabelecer os seus valores de referéncia para
cada um dos agentes agregantes em diferentes concentracdes.
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10.5 Testes especiais

Esses testes sdo complementares para o diagnostico, porém sao
realizados apenas em centros especializados.

10.5.1 Avaliacdo de secrecio plaquetaria

Paradar continuidade a investigacdo a plaquetopatias, principalmente
em pacientes que apresentam sangramento e auséncia de segunda
onda de agregacao, a avaliagdo da secrecdo plaquetaria torna-se
necessaria para o diagnostico.

Pode-se avaliar a secrecao dos granulos por meio da determinagéo
plasmatica do fator plaquetario 4 (PF4) e tromboglobulina (TG) por kits
comerciais de reacdo por ELISA. Outro marcador, que ¢ amplamente
utilizado, € a P-selectina que pode ser determinada no plasma como
P-selectina soluvel ou ligada a membrana plaquetaria por citometria
de fluxo.

Para avaliacdo da secrecdo dos granulos densos podem ser utilizados
dois marcadores distintos, a serotonina e o ATP.

A serotonina ¢ um agonista plaquetario natural e ¢ rapidamente
sequestrada pelos granulos densos. O método se baseia na incubacado
das plaguetas em sangue total ou em PRP durante 30 minutos com
serotonina marcada com carbono14. Posteriormente, as plaquetas
sao ativadas e a radioatividade ¢ medida na secrecao.

Por utilizar material radioativo, essa metodologia, embora bastante
sensivel, tem sido evitada.

0 método alternativo de avaliacdo de secrecdo de granulo denso €
a liberagao do nucleotideo ATP em paralelo a agregagao plaquetaria.
0 método emprega o agregbmetro de luminescéncia e o sistema
enzimatico, luciferina [ luciferase, podendo ser realizado tanto em
PRP como em sangue total.

O ATP liberado dos granulos densos, em resposta a um agonista,
reage com luciferina na presenca da enzima luciferase emitindo luz
que € rapidamente captada. A resposta € comparada a um padrao de
ATP de concentracdo conhecida.
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Os agonistas utilizados para a avaliacdo de secrecdo de ATP sdo:
o ADP (5 e10uM), coldgeno (2 e 5 pg/mlL) e trombina (1U/mL). A
auséncia ou diminuicdo da secrecdo de ATP de plaquetas estimuladas
principalmente com trombina indica doenca de estoque de granulos
densos. Em casos em que a liberacdo de ATP é normal com agonista
forte, como € o caso da trombina e diminuida com ADP e colageno
2 pg/ml, sugere-se alteracdo de liberagdo e falta de contetdo
intragranular.

10.5.2 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo tem sido amplamente utilizada tanto na
confirmacdo de plaquetopatias hereditarias quanto na avaliagdo de
funcdo plaquetaria em diferentes condicoes clinicas.

Para a investigacado sdo utilizados anticorpos monoclonais marcados
com fluorescéncia direcionados a antigenos glicoproteicos de
membrana plaquetaria ou a proteinas que sao liberadas durante a
ativagdo, tais como P-selectina (granulo) e granulofisina (granulos
lisossomais). Além de anticorpos, outras substancias fluorescentes,
como a mepacrina, podem ser utilizadas para a avalia¢do do conteudo
dos granulos densos e também na deteccdo de plaquetas reticuladas
(plaquetas circulantes jovens contendo RNA).

Anticorpos monoclonais utilizados
Gllb- Illa: CD 41a para investigacdo de trombastenia de Glanzmann.
GPIb: CD 42b para investigacdo de sindrome de Bernard Soulier.

P-selectina: CD 62P para investigacdao de doenca de estoque de
granulo e avaliacdo de ativacdo plaquetaria.

Granulofisina: CD 63 (ausente na sindrome de Hermansky-Pudlak e
aumentada na ativacao plaquetaria).

Anexina V: para a avaliacdo da atividade pro-coagulante das
plaquetas e pesquisa de sindrome de Scott.

Avaliagdo do conteudo dos granulos densos: mepacrina.
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10.5.3 Microscopia eletronica

A metodologia € bastante complexa e somente disponivel em centros
altamente especializados. E util no diagnostico de investigacdo de
secrecdo plaquetaria revelando a presenca ou auséncia de granulos
e 0 seu conteudo.

Conclusbes

» O diagnostico laboratorial das alteracoes de funcdo
plaquetaria ¢ dependente das varidveis pré-analiticas e
analiticas.

» Os testes de agregacao plaquetaria ndo estdo padronizados,
principalmente em relacdo as doses dos agentes agregantes.

» O perfil de curva de agregacao plagquetaria por sistema optico
deve ser sempre considerado, independente dos resultados
de amplitude maxima e velocidade de reacao.

» As alteracdes na agregacao plaquetaria devem ser sempre
repetidas para a confirmacao do diagnostico.
10.6 Novos equipamentos para a avaliacao da funcéo
das plaquetas

Os novos equipamentos utilizam pequenos volumes de sangue total,
sao rapidos, permitem a avaliacdo da funcéo plaquetaria a beira do
leito do paciente e alguns deles simulam a alta forca de cisalhamento
in vitro. Com excecdo do analisador de funcao plaquetaria, a
maioria dos equipamentos ndo esta completamente validada. Sao
equipamentos disponiveis:

» Analisador de funcéo plaquetaria (ex, PFA-100°).

» VerifyNow - utilizado exclusivamente para monitoracdo de
antiagregantes.

» Impact R - avalia a adesdo e agregacdo sob alta forca de
cisalhamento.
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» Tromboelastografos - avaliam a funcao plaquetaria
inter-relacionada a coagulacao.

» Plateletworks”.

Deve-se enfatizar que ainda faltam estudos de evidéncia cientifica
comprovando a eficacia da utilizacdo destes equipamentos,
principalmente para a monitoracdo de drogas antiagregantes.

10.6.1 Analisador de funcdo plaquetaria

Principio

O sangue total € aspirado por um sistema fechado a vacuo atraveés de
um capilar de 147 pm de abertura. Esse sistema simula a alta forga de
cisalhamento alterando a estrutura do FVW. Para o funcionamento, o

equipamento requer cartuchos contendo coldgeno e ADP (CADP) ou
colageno e epinefrina (Cepi).

As plaquetas interagem com o FVW, modificado pela forga de
cisalhamento, aderindo espontaneamente ao colageno presente
na membrana e agregando por estimulo de ADP ou adrenalina. O
equipamento mede o tempo de oclusdo, tempo esse requerido para o

agregado plaquetario obstruir a abertura e cessar o fluxo de sangue.
Interpretagao

0 tempo de oclusdo (TO) ¢ prolongado na maioria dos pacientes
com disfuncdo plaquetaria hereditaria ou adquirida. Defeitos nos
receptores de membrana das plaquetas como GPIlb-Illa (trombastenia
de Glanzmann) e GPIb (sindrome de Bernard Soulier) estdo associados
a um prolongamento do TO (>300 segundos) tanto no CADP quanto
no Cepi.

Na DVW, o analisador de funcdo plaquetaria tem grande sensibilidade
em detectar particularmente os tipos 2 e 3. Porém, nas doencas
hemorrdgicas leves e moderadas, tais como doenca de estoque,
defeitos de secrec¢do, a sensibilidade diminui consideravelmente.

Outra utilizacdo do equipamento € na monitoracdo de drogas
antiagregantes como acido acetilsalicilico e clopidogrel.
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10.6.2 VerifyNow

Principio

O VerifyNow ¢ um equipamento de deteccdo Optica que permite
a avaliacdo qualitativa da funcdo plaguetaria em sangue total
citratado. O sistema € exclusivo para monitorar a disfungdo das

plaquetas promovida por ingestdo de drogas antiplaquetarias como
acido acetilsalicilico e abeximab.

10.6.3 Impact R

Principio

0 equipamento avalia as fungdes plaquetarias de adesdo e agregacao
em condicoes proximas as fisiologicas, ou seja, em alta forga de
cisalhamento. O sangue total citratado e colocado em um copo
de poliestireno € submetido a uma velocidade 1.800 rotacdes por
segundo, durante dois minutos. Imediatamente as plaquetas que
aderiram e agregaram sao lavadas com agua ou solucéo fisiologica e
coradas. As plaquetas sdo analisadas com o auxilio de um microscopio
de luz invertida. A adesdo ¢ avaliada pela area coberta de plaquetas
(SCo%) e agregacéo pelo tamanho dos agregados (AS um?2).

Comentarios finais

» O diagnostico laboratorial das alteragdes de funcio
plaguetaria € dependente das varidveis pré-analiticas e
analiticas.

» Os testes de agregacao plaquetaria ndo estdo padronizados,
principalmente no que refere as doses dos agonistas.

» O perfil de curva de agregacdo plaquetaria por sistema
optico deve ser sempre considerado.

» As disfuncoes plaquetarias encontradas por agregagio
plaquetaria devem ser sempre repetidas para a confirmagéo
do diagnostico.
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