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{1l Planejamento Geral da Qualidade no
Laboratorio de Hemostasia
Pierre Toulon

TOPICOS ABORDADOS

v' Controle de Substéncias Potencialmente v" Medidas de Seguranca — Precaucdes Universais
Perigosas para a Saude v Equipamento Geral de Laboratério
Seguranga em Laboratério v' Metrologia
Responsaveis pela Segurancga v’ Avaliagdo e Uso de Coagulémetros

v" Manual de Seguranca v' Reagentes

Controle de Substéncias Potencialmente Perigosas a Saude: a norma EN ISO 15189 especifica os requisitos de
qualidade e competéncia especificos para laboratérios de analises de biologia médica. A ISO 15189 destina-se a
ser utilizada em todas as disciplinas praticadas por laboratérios médicos. Sua aplicagdo é, portanto, fundamental
para os laboratérios, pois seus servicos devem atender as necessidades tanto dos pacientes quanto dos médicos
responsaveis pelos cuidados prestados aos seus pacientes. Esses servigos incluem requisitos de processamento,
preparagdo e identificagdo de pacientes, coleta, transporte, armazenamento, pré-processamento e anélise de
amostras, seguidos pela validagdo dos resultados, sua interpretacdo, relato e aconselhamento, garantindo a
seguranga da equipe e o respeito a ética.

Seguranga em Laboratério: laboratérios que manipulam produtos quimicos e amostras bioldgicas sdo locais
potencialmente perigosos. Nos ultimos anos, tem havido uma crescente valorizagdo da importéancia de praticas
de trabalho seguro na &rea, por motivos de salde e ambientais. Essa conscientizagdo levou a uma maior énfase
em questdes como documentagdo de seguranga, treinamento de pessoal e avaliagdo de riscos. Os empregadores
tém a responsabilidade de fornecer as roupas e equipamentos de prote¢do necessarios e sdo obrigados a oferecer
treinamento em préticas de trabalho seguro. A implementagdo dessas praticas de trabalho seguro deve reduzir
significativamente a probabilidade de lesdes graves para vocé, seus colegas e membros do publico.

Responséveis pela Seguranga: é importante instituir um ou mais responsaveis pela seguranca para cada
departamento. Essas pessoas assumirdo as responsabilidades de introduzir e manter os procedimentos de seguranca.
No entanto, a seguranga é responsabilidade de toda a equipe do laboratério.

Manual de Seguranca: deve haver um manual de seguranga abrangente que aborde todos os aspectos das praticas
de trabalho seguro para todo o departamento. Todos os funcionarios devem ler o manual e assinar uma declaragado
indicando que o compreenderam. Cépias devem ser mantidas com os responsaveis pela seguranga e também
disponibilizadas em locais de facil acesso a todos os funcionarios, seja em formato impresso ou, de preferéncia,
eletrénico, para garantir que a versdo mais recente esteja disponivel.

Medidas de Seguranca - Precaugdes Universais: o sistema de precaugdes universais exige que qualquer perigo de
infeccdo proveniente de qualquer origem seja evitado ou minimizado por meio de boas praticas de trabalho. Deve-
se considerar que todas as amostras de sangue, hemoderivados (incluindo kits e reagentes a base de plasma) e
outros materiais do corpo humano apresentam possivel perigo de infecgdo. As medidas de prote¢do mais completas
possiveis devem ser sempre adotadas ao trabalhar com qualquer material. Nenhuma outra classificagdo de risco
deve ser feita. Todos os materiais e fluidos corporais diferentes de sangue, coletados ou trazidos a unidade para
testes ou qualquer outra finalidade, devem ser manuseados com o mesmo cuidado dispensado ao sangue.
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O laboratério: o laboratério deve estar sempre limpo e organizado. A documentagdo deve ser mantida separada
das areas de testes do laboratério. Evite usar o laboratério para armazenar itens a granel. Certifique-se de que todos
participem da manutengdo da ordem no laboratério.

Roupas de protegdo: todos que entrarem no laboratério, incluindo visitantes, devem usar um jaleco. Caso seja
contaminado, o jaleco deve ser trocado imediatamente.

Luvas descartédveis: embora muitas pessoas ndo gostem de usar luvas, recomenda-se o uso de luvas descartaveis
de latex ou poliacrilamida, visto que todas as amostras manuseadas no laboratério sdo potencialmente perigosas.
Luvas devem ser sempre usadas ao manusear materiais toxicos. Luvas e jalecos obviamente ndo protegem contra
acidentes com agulhas, mas evitam, por exemplo, cortes ou abrasdes na pele que entra em contato com soro ou
plasma positivo para HIV. E obrigatério sempre substituir as luvas imediatamente caso estejam rasgadas ou sejam
perfuradas.

Lavagem dos olhos: lave os olhos imediatamente com bastante dgua fria corrente caso tenha ocorrido contato com
algum material possivelmente infeccioso, pois muitas infeccdes podem ser facilmente adquiridas pelo contato com
as mucosas dos olhos.

Perfurocortantes: perfurocortantes, como agulhas e cacos de vidro, representam grande perigo. Use uma caixa
para objetos perfurocortantes capaz de conter esses objetos sem ser perfurada. Ja houve casos de trabalhadores
infectados em decorréncia de ferimentos com agulhas.

Aerossois: evite todas as praticas em laboratério aberto que possam causar respingos ou liberagédo de goticulas ou
poeira no ar. Operagdes que gerem aerossois devem ser sempre realizadas em capela de exaustdo adequada, com
uso de 6culos de seguranga. Todos os derramamentos devem ser limpos imediatamente, utilizando dgua sanitaria
ou um agente neutralizante, conforme necessario.

Substéncias téxicas e inflaméveis: materiais téxicos ou inflamaveis devem sempre ser contidos em capela de exaustéo
ou caixa segura adequada.

Equipamento elétrico: tenha cuidado especial com qualquer equipamento que utilize liquidos, como tanques de
eletroforese e banhos-maria. Sempre deixe a instalagdo, a manutengdo e os reparos a cargo de pessoal qualificado.

Pertences pessoais e comportamento: nunca leve itens pessoais, como canetas, bolsas e pentes, para o laboratério.
Evite o contato das maos com o rosto ou mucosas (olhos, nariz e boca) enquanto estiver no laboratério, mas, se for
realmente necessario, lave sempre as mdos antes. Lave sempre bem as maos antes de sair do laboratério. Nunca
cologue uma pipeta na boca. Alimentos, cigarros e cosméticos nunca devem ser trazidos para o laboratério. Isso
significa que comer, beber e fumar devem ser evitados no laboratério.

Acidentes: Todos os acidentes devem ser relatados imediatamente e registrados no livro de acidentes mantido
pelo Responsavel pela Seguranca da unidade. Isso é particularmente importante em relagdo a ferimentos por
agulhas. Nessas situagSes, siga os sistemas de registro e relato de hospitais locais, juntamente com quaisquer agdes
localmente recomendadas ou obrigatdrias.

Controle de Substancias Potencialmente Perigosas a Satide: os laboratérios devem cumprir a regulamentacao
local, que geralmente publica guias Uteis na identificagdo de riscos e perigos, como o Controle de Substancias
Perigosas a Satde (COSHH) em laboratérios do Reino Unido.

Perigo e risco: o perigo apresentado por uma substancia é o seu potencial de causar danos. O risco dessa substéancia
é a probabilidade de causar danos a alguém nas condigdes reais de uso.

Identificagdo de perigos: a identificagdo de perigos é um pré-requisito essencial da avaliagdo de riscos. O tempo
gasto na identificagdo dos perigos varia de acordo com a substancia.
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Avaliagdo de riscos: considere os seguintes fatos:

® Perigos

e Condicdes de uso

e Quantidades a serem utilizadas

® Provéveis vias ou locais de exposicdo (inalagao, ingestao, pele ou olhos)

O resultado da avaliacdo de riscos determinara:

e Condicdes de armazenamento

Procedimentos de manuseio

Procedimentos de descarte

Necessidade de monitoramento e vigiléncia sanitéria

Procedimentos de emergéncia

A avaliagdo de riscos deve ser revisada anualmente e atualizada, se necessério. Um exemplo de como registrar
informagdes para avaliagdes de riscos, por meio do procedimento COSHH utilizado em laboratérios do Reino
Unido, é apresentado na Tabela 1. O objetivo desses formularios ¢é identificar os perigos e as medidas de controle
associados aos equipamentos utilizados em um procedimento especifico. Somente pessoal documentado como
competente deve realizar qualquer procedimento, e deve realiza-lo somente apds revisar a documentagdo de satde
e seguranca relacionada ao teste especifico.

Tabela 1. Controle de substancias potencialmente perigosas a saide (COSHH) para ensaios de fator
de coagulagao (F) baseado no TTPA e tempo de protrombina

Ensaios de coagulagdo de um estéagio de lab. ref. para FlI,

N° ref. COSHH ensaios 1 FV, FVIII, FVIII, FIX, FX, FXI e FXII

Titulo do procedimento/experimento:

Quantidade

Substancia aproximada Perigo identificado

Tampao glioxalina (imidazol), contém <5mL Nocivo se ingerido.

(vide**)

**|midazol 3,4 g/L Corrosivo: provoca queimaduras. Nocivo se
inalado, ingerido ou absorvido pela pele. Irritante
para os olhos.

**Cloreto de sédio 5,85 g/L Imitante para os olhos e pulmdes. Evite contato com a pele.

Plasma deficiente em fator 1mL Risco de infeccdo.

Tromboplastina 2mL Risco baixo.

Reagente de TTPA 2mL Risco baixo.

Cloreto de célcio 0,025 M 5mL Risco baixo.

Tampao de Owren <500 mL Contém barbitona. Nocivo se ingerido. Pode causar
sensibilizagdo por contato com a pele ou inalagdo.

Solugéo de lavagem 1 do analisador de | <50 mL Provoca queimaduras: nocivo aos olhos, pele, etc.

coagulagdo N&o misture com outros desinfetantes.

Corrosivo. O contato com materiais combustiveis
pode causar incéndio. O contato com acido libera
gases toxicos. Reage violentamente com sais de
aménio; solvente orgénico - risco de exploséo.

Solugdo de lavagem 2 do analisador de | <50 mL Contém 0,16% de acido cloridrico e detergente.

coagulagéo Irritante: pode causar danos aos olhos e a pele.

Plasma padrédo/de controle/paciente <1000 pL Risco de infec¢do.

Diagndstico de Hemofilia e Outros Disturbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 5



Equipamento Geral de Laboratério: qualquer laboratério envolvido no diagndstico e no monitoramento do
tratamento de distirbios hemorragicos que utilize algumas ou todas as técnicas descritas neste manual exigird um
minimo de equipamento basico.

Equipamento geral: os requisitos de equipamentos basicos sdo:

1) Refrigerador a 4°C para armazenamento de reagentes. Os reagentes devem normalmente ser mantidos
entre 2 e 8°C, salvo indicagdo em contrério do fabricante. Uma unidade doméstica de boa qualidade pode
ser adequada.

2) Freezer capaz de manter pelo menos -20°C (preferivelmente -35°C). Uma temperatura mais baixa,
como -70°C, é (til para armazenamento mais prolongado, pois os fatores de coagulagdo permanecem
estveis nessa temperatura por pelo menos 6 meses. Freezers com ciclo de descongelamento
automatico sdo completamente inadequados.

3) Banhos-maria regulados capazes de manter temperaturas de 37 = 0,5°C. A temperatura normalmente
é melhor mantida em banho-maria do que em blocos aquecedores secos, que podem ou ndo ser
adequados, dependendo da unidade.

4) Medidor de pH.

5) Uma fonte de luz.

6) Cronbmetro(s).

7) Pipetas automaéticas calibradas, capazes de fornecer volumes exatos e precisos de amostra e reagente

na faixa de O uL-200 pL e até 1000 pL. E importante verificar a exatidao dessas pipetas regularmente.

8) Pipeta calibrada para dispensagéo de volumes de liquido até 5 mL.

9) Centrifuga capaz de gerar pelo menos 1700 g, preferivelmente de 2200 a 2500 g. Para a maioria
das anélises de coagulagédo, centrifugagdo em temperatura ambiente (20-25°C) é aceitavel, embora
centrifugacdo a 4°C seja recomendada em algumas técnicas.

10) Balanga analitica calibrada capaz de medir com exatiddo gramas com até trés casas decimais.

Alguns procedimentos requerem equipamentos adicionais, incluindo:

11) Analisador de coagulagdo (coagulédmetro).
12) Leitor de microplacas para ensaios imunoenzimaticos (ELISAs).
13) Agregdmetro de plaquetas. Equipamento especificado em fichas de métodos especificos.

Ar condicionado em cada ambiente é uma grande vantagem em paises com altas temperaturas.

Deve haver um suprimento adequado de consumiveis. A reutilizagdo de tubos de ensaio e ponteiras de pipeta apods
lavagem deve ser evitada, pois residuos podem afetar de maneira adversa os resultados, causando desperdicio de
reagentes e tempo. O mesmo se aplica aos tubos de coleta, que sdo projetados para uso Unico e ndo devem ser
reutilizados mesmo apods lavagem extensa.

Metrologia: para auxiliar na gestdo da qualidade, as calibragdes de balanga e volume de pipetas devem ser verificadas
regularmente, por exemplo, a cada 3-6 meses. Aparelhos significativamente descalibrados devem ser imediatamente
retirados de uso até que a recalibragdo seja realizada. Todas as pipetas devem ter um identificador exclusivo.

Método de verificagdo da calibragédo de pipetas: as pipetas podem ser para um Unico volume, para dois ou trés
volumes, ou ter uma faixa continua de volumes.

* Pipetas com uma ou duas configuragdes fixas sdo verificadas em cada configuragao.
* Pipetas com trés configuragdes fixas sdo verificadas nas configuragdes minima e maxima.
* Pipetas com configuragdes de faixa continua de volume: verifique a configuragdo maxima, bem como um
volume em torno de 25% da configuragdo maxima. Ou seja:
* Pipetade 10mL-10mLe 2,5 mL
* Pipetade 5mL-5mLe 1,25 mL
* Pipetade 1 mL—-1mL (1000 pL) e 0,25 mL (250 pL)
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* Pipetade 0,2 mL-0,2 mL (200 pL) e 0,05 mL (50 pL)
® Pipetade 0,1 mL-0,1 mL (100 pL) e 0,025 mL (25 pL)
* Pipetade 50 pL—50 uL e 15 pL

Verifique a calibragdo pesando cinco volumes replicados de dgua destilada (em temperatura ambiente) em uma
balanca. Cada peso é registrado em gramas (com trés casas decimais). Para fins préticos, 1,000 mL de dgua destilada
pesa 1,000 g.

Os resultados e quaisquer medidas adotadas devem ser registrados. As pipetas devem, preferivelmente, ter exatidao
significativa em menos de 10% (veja os exemplos abaixo). Quando uma pipeta for inexata porque o volume médio
pipetado difere em mais de 10% do volume indicado, ela deve ser imediatamente retirada de uso e nao utilizada
até ser recalibrada de acordo com as instru¢des do fabricante.

Observagdo: se uma pipeta apresentar imprecisdo além dos seguintes limites (peso médio), ela deveré ser retirada
de uso imediatamente.

Pipeta de 10 mL Pipeta de 0,2 mL

10 mL: 9,000 - 11,000 g 0,2mL:0,180-0,220 g
2,5mL:2,250-2,750 g 0,05 mL: 0,045 -0,055 g
Pipeta de 5 mL Pipeta de 0,1 mL

5mL: 4,500 - 5,500 g 0,1mL:0,090-0,110g
1,25mL: 1,125-1,375 g 0,25 mL: 0,225 -0,0275 g
Pipeta de 1 mL Pipeta de 50 pL

1 mL: 0,200-1,100 g 50 pL: 0,045-0,055 g
0,25mL:0,225-0,275 g 15pL:0,013-0,165¢g

Para obter informagdes adicionais, consulte o documento ISO 8655-2-2002, disponivel em diferentes idiomas.

Método de verificacdo de balancas: para garantir sua exatiddo, pesos calibrados sédo pesados em intervalos de seis
meses e os valores sdo registrados.

1) Zere a balanca.

2) Pese trés pesos calibrados, um de cada vez. Registre os pesos com trés casas decimais (por exemplo,
1,003 g).

3) Se algum peso estiver fora dos limites estabelecidos (em >2%), retire-a de uso até que o problema seja
corrigido.

Método de verificagdo da temperatura de compartimentos refrigerados: a temperatura interna dos refrigeradores
deve ser mantida a +4°C (geralmente na faixa de +2°C a +7°C) usando uma sonda de temperatura, e de maneira
ideal deve ser registrada constantemente, seja por meio de um disco impresso local ou eletronicamente. O mesmo
se aplica aos freezers, que devem ser mantidos em temperaturas de -20°C, -35°C ou até abaixo de -70°C.

Avaliagdo e Uso de Coagulémetros: a automagdo em laboratérios de coagulagdo é hoje amplamente utilizada
na maior parte do mundo. Ela contribuiu para melhorias na padronizagédo e na facilitagdo de testes que exigem
treinamento especifico e condigdes especiais de trabalho, permitindo que os laboratérios aprimorem sua eficiéncia
e repertério. A automagdo em hemostasia ¢ relativamente recente. Métodos manuais baseados na detecgéo visual
do coagulo de fibrina e no uso de incubadoras a 37°C eram, no passado, as Unicas técnicas para estudos de
coagulagdo. Entdo, na década de 1970, surgiram novos equipamentos semiautomaticos baseados em principios
fotométricos ou mecénicos para detectar codgulos de fibrina. Mais recentemente, instrumentos totalmente
automatizados se tornaram comuns em laboratérios modernos. Novos equipamentos conectados a sistemas de
informacéo laboratorial, geralmente incluindo sistemas especificos de processamento de dados, podem realizar
testes de coagulagdo, cromogénicos e imunoldgicos.
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Duas metodologias principais baseadas em sistemas de detecgdo mecanicos e 6pticos estdo disponiveis atualmente.
Os sistemas mecénicos permitem apenas a realizagdo de ensaios de coagulagdo, enquanto os sistemas 6pticos
permitem a realizagdo de ensaios cronométricos, cromogénicos e imunoldgicos baseados em principios foto-
opticos, nefelométricos, cromogénicos e imunoldgicos. Além disso, analisadores baseados em fluorescéncia e
quimioluminescéncia estdo sendo disponibilizados no mercado, permitindo a realizagdo de ensaios especificos com
uma ampla gama de medigdes.

Principio mecénico: os métodos eletromagnéticos baseiam-se na detecgdo de um aumento na viscosidade do plasma
durante a formagéao de fibrina. Duas variagdes desse principio sdo aplicadas atualmente aos equipamentos de laboratério.

A primeira utiliza um campo eletromagnético aplicado a cubetas de teste que detecta movimento dentro de uma
esfera de aco inoxidavel colocada na amostra de plasma. A esfera de ago segue um movimento pendular, oscilando
de um lado para o outro em uma solugdo reagente de plasma com movimento constante. A medida que a fibrina
comeca a se formar, a viscosidade aumenta e o movimento da esfera é retardado. Quando o movimento de oscilagdo
da esfera atinge um nivel predeterminado, o cronémetro para, indicando o tempo de coagulagdo do plasma.

Um segundo método de detecgdo mecanico também utiliza uma esfera de ago inoxidavel, dessa vez localizada em
uma Unica ranhura. Um sensor magnético detecta a posi¢do da esfera e, a medida que gira, ela mantém sua inclinagéo
enquanto a amostra liquida permanece fluida. Quando a fibrina é formada, o codgulo captura a esfera, movendo-a
de sua posicao original. A medida que ela se move para fora do alcance do sensor, o circuito é interrompido e o
cronébmetro para.

Principios dpticos ou espectrofotométricos:

Principio foto-6ptico: os sistemas dpticos baseiam-se na nogédo de que a formagédo de codgulo induz alteragdes na
densidade éptica do plasma. A medida que o codgulo se forma, ocorrem alteracdes nas caracteristicas épticas em
relagdo a leitura inicial do plasma/dos reagentes. Essas alteragdes sdo monitoradas e utilizadas para determinar o
tempo necessario para que um determinado grau de alteragéo ocorra.

Principio nefelométrico: o principio nefelométrico é utilizado por alguns sistemas. Em ensaios de coagulagéo,
uma fonte de luz laser monocromética ¢ transmitida, por exemplo, por fibra éptica. E possivel fazer as leituras de
dispersdo de luz por um sensor que pode ser instalado a 90 ou 180 graus da trajetéria da luz, dependendo do
sistema, que entdo mede a luz espalhada em um angulo ou registra a alteragdo na transmissdo de luz. Quando a luz
atinge complexos insoltveis, como fibras de fibrina, ela se dispersa em angulos de espalhamento frontal (180 graus)
e angulos de espalhamento lateral (?0 graus). O cronémetro para quando a quantidade de luz espalhada ou de luz
transmitida atinge um nivel predeterminado especifico. A diferenga entre a luz espalhada ou transmitida antes e
depois da formagéo do codgulo é normalmente proporcional a quantidade de fibrina formada.

Principio cromogénico: baseia-se no uso de uma substéncia geradora de cor especifica, conhecida como
croméforo, sendo a para-nitroanilina (pNA) a mais comum. Sua absorbancia méaxima é de 405 nm. O principio
do teste cromogénico reside na aderéncia de pNA a substratos sintéticos. A pNA é ligada a uma série de
aminoécidos que imitam a sequéncia-alvo do fator de coagulagéo ativado que queremos determinar. A proteina
de coagulagdo cliva o substrato cromogénico em um sitio especifico entre uma sequéncia de aminoacidos
definida e libera a pNA. A intensidade da cor amarela é proporcional a quantidade de pNA liberada. Isso é
medido por fotodetecgdo no comprimento de onda de 405 nm. A medida que mais pNA é clivada e liberada, a
capacidade de absorbéancia da amostra aumenta, o que ocasiona uma maior alteragdo na densidade dptica da
solugdo. Os primeiros equipamentos de coagulagdo forneciam apenas um Unico pardmetro de definicdo, como
um pardmetro mecénico ou foto-éptico. As ferramentas foto-épticas foram inicialmente projetadas para leitura em
um Unico comprimento de onda (por exemplo, 500 nm ou 600 nm), que s6 podia ser usado para a detecgdo da
formagéao de coagulo. Mais recentemente, alguns coagulémetros podem ler em dois ou mais comprimentos de
onda, frequentemente incluindo 405 nm, aumentando assim a capacidade para reagdes mais recentes (métodos
de substrato cromogénico). Na década de 1990, vérios fabricantes incluiram com sucesso diversos métodos
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de detecgdo, que agora oferecem a um Unico laboratério a possibilidade de usar o mesmo equipamento para
diferentes metodologias.

Principio imunoldgico: microparticulas de latex revestidas com um anticorpo especifico sdo geralmente utilizadas
contra o analito (antigeno) a ser medido. Um feixe de luz monocromaética atravessa a suspensao de microparticulas
de latex. Quando o comprimento de onda é maior que o didmetro das particulas em suspenséo, as particulas
absorvem uma pequena quantidade de luz. No entanto, quando as microparticulas de latex revestidas com o
antigeno especifico entram em contato com o antigeno presente na solugdo, elas aderem ao anticorpo, formando
ligagdes entre as particulas, o que produz aglutinagdo. Quando o didmetro das particulas se aproxima do
comprimento de onda do feixe de luz monocromatica, uma maior quantidade de luz é absorvida. Esse aumento
na absorbancia da luz é proporcional a aglutinagédo, que, por sua vez, é proporcional a quantidade de antigeno
presente na amostra. Esse tipo de tecnologia esta disponivel em analisadores de coagulagdo mais sofisticados,
introduzidos no mercado na década de 1990. Ensaios imunolégicos padréo, geralmente demorados, podem ser
realizados em minutos com o uso de qualgquer uma dessas ferramentas automatizadas.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos métodos de detecc¢do na definicdo de parametros

coéagulos

Verificagdes opticas de hemdlise/lipemial/ictericia
em alguns sistemas dpticos

Pode utilizar pequenos volumes de amostra

Método Vantagens Desvantagens
Mecénico Nenhuma interferéncia causada por caracteristicas Impossivel observar gréficos de formagéo de coagulos
fisi mo lipemi icterici “
sicas, como [ipemia ou ictericia Pode apresentar problemas de detecgdo de ponto
Pode utilizar pequenos volumes de amostra final em algumas amostras com baixo nivel de
fibrinogénio
Foto-6ptico Possibilidade de gréficos sobre formagéo de Interferéncia causada por lipemia, hemdlise,

hiperbilirrubinemia ou aumento de proteinas em
alguns sistemas

Alguns sistemas podem apresentar dificuldades
na detecc¢do de codgulos ao utilizar reagentes
completamente transparentes

Periodos de coagulagdo muito curtos podem
passar despercebidos devido ao atraso antes do
inicio do monitoramento

Nefelométrico

Pode medir reagbes antigeno-anticorpo em proteinas
presentes em quantidades muito pequenas

Limita o nimero de testes disponiveis

Custo dos reagentes

Cromogénico

Ensaios totalmente especificos podem ser mais faceis

Paradmetros adicionais ndo adequados para
medicdo por detecgdo de coagulos podem ser
possiveis

Aumenta o repertério de testes possiveis

Possiveis melhorias na precisdo em comparagéo
com anélises baseadas em coadgulos

Limitado pelo comprimento de onda do
instrumento

Requer grandes volumes de teste para uma relagéo
custo-beneficio positiva

Custo dos instrumentos e reagentes

Imunolégico

Pode automatizar métodos manuais e demorados

Aumenta o nimero de testes possiveis

Nimero limitado de testes disponiveis
Custo dos instrumentos

Custo dos reagentes

Vantagens da automacgao no laboratério de coagulagéo:

1) Melhora a capacidade e a flexibilidade do tempo profissional despendido (Rodak, 1995).

2)  Melhora o desempenho dos testes. No passado, os testes manuais de coagulagdo eram inexatos, com coeficientes
de variagdo acima de 20%; os equipamentos semiautomaticos proporcionavam maior exatiddo nos testes de
coagulagdo. Entretanto, com o envio manual de amostras e reagentes, os testes tinham que ser realizados em
duplicata. Com equipamentos totalmente automatizados, a exatiddo melhorou, atingindo coeficientes de variagéo
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abaixo de 5% e até mesmo 1% para alguns testes. Isso fez com que os autores introduzissem a nogdo de testes
Unicos e a possibilidade de reduzir os custos de reagentes e cubetas pela metade.

Reduz o custo com amostras e reagentes, permitindo o uso de volumes menores de plasma e reagentes
(pelo menos a metade).

Facilita os sistemas de armazenamento e recuperagdo de dados por meio de programas de computador.
Permite a reprodugdo automatica dos resultados em caso de erros na primeira execugéo.

Oferece a possibilidade de realizar diferentes testes usando uma Unica amostra.

Permite a coleta de amostras de um tubo fechado (denominada “cap-piercing”), o que melhora a
seguranga e a eficiéncia nos testes de coagulagédo. Isso reduz, em grande parte, a possibilidade de
exposigdo do operador a borrifos ou derramamentos de amostras de pacientes ou erros de rotulagem.
Curiosamente, um fabricante ofereceu um sistema de triagem patenteado que separa automaticamente
o plasma dos eritrécitos antes dos testes, sem centrifugagéo prévia.

Oferece a capacidade de diluir amostras, calibradores e controles. O equipamento pode ser programado
para diluigdes adicionais caso os resultados iniciais escapem da linearidade do método. Também pode
realizar outros testes automaticamente, sem a intervencao do operador, se houver indicagdo clinica ou
em funcéo dos resultados da execucao inicial.

A maioria dos analisadores inclui sistemas de alarme que avisam o operador sobre leituras acima dos limites
preestabelecidos, o que pode identificar problemas no equipamento (por exemplo, pequena quantidade
de reagente, falha de temperatura, volume de amostra muito pequeno e erros de controle de qualidade),
bem como erros pré-analiticos (tubos subpreenchidos, hemdlise, ictericia, lipemia e presenca de coagulos).

Os diferentes tipos metodolégicos disponiveis possuem vantagens e desvantagens que devem ser conhecidas e

compreendidas para garantir a precisdo e a validade dos resultados dos testes. E importante considerar que os
laboratérios sdo responsaveis pela confiabilidade dos resultados. A principal preocupagdo de um laboratério é
selecionar o equipamento de coagulagdo que gerara resultados adequados, apesar das restrigdes orgamentarias.

Esses instrumentos exigem manutengdo técnica regular, conhecimento permanente e controle do sistema, uma

vez que qualquer erro ou falha pode influenciar decisivamente uma série de resultados. Sistemas de controle que

garantam a confianga analitica sdo, portanto, obrigatérios.

Muitos laboratérios podem ter a sorte de poder avaliar os equipamentos antes da compra. Caso isso ndo seja

possivel, € muito importante obter informagdes e aconselhamento adequados de um laboratério de referéncia, além

da revisdo da literatura.

Ao avaliar novos equipamentos antes da compra, compare primeiro os analisadores de acordo com critérios como:

e custos de equipamento e manutengdo

periodo de inatividade e confiabilidade

tempo de resposta ao reparo

facilidade de uso

disponibilidade de manutengdo adequada dentro de prazo apropriado
processo de validagdo e produtividade

custo de elementos descartaveis

flexibilidade no uso de reagentes de outros fabricantes

possibilidade de adicionar novos protocolos de teste

capacidade e custo de conexdo com o sistema de informagdes do laboratério
cursos de treinamento e suporte de treinamento continuo

A sensibilidade de diferentes tipos de equipamentos a diversos parametros varia dependendo de como as maquinas

sdo calibradas e de como os pontos finais sdo detectados. Os laboratérios tém necessidades diferentes, e é

aconselhavel classificar as prioridades. Por exemplo, consulte a Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas de equipamentos especializados (adaptado de Rodak, 1995)

Caracteristicas

Descricao

Acesso randémico

Com a amostra de pacientes, varios testes diferentes sdo possiveis em qualquer ordem
e ao mesmo tempo.

Tubo primario de amostra

A amostra de plasma é coletada diretamente por aspiragdo em um tubo de coleta
aberto colocado no analisador.

Rolha penetrante e tubo de amostra
fechado

O analisador aspira a amostra de plasma dentro do tubo de coleta com a rolha de
borracha no lugar.

Codigo de barras

Permite a identificacdo de reagentes, amostras de pacientes ou ambos por meio de
um codigo de barras. Isso reduz a entrada manual de dados.

Interfase bidirecional

O analisador consulta um computador centralizado para determinar o nimero de
testes solicitados. O operador ndo precisa programar manualmente as informag&es no
equipamento.

Indicador de amostra

Avisa o operador sobre problemas com a integridade da amostra.

Sensor de nivel de liquido

Avisa o operador sobre volume insuficiente de amostra ou reagente para teste
adequado, ou se o equipamento ndo aspirou o suficiente da amostra para realizar o
teste solicitado.

Programas integrados de controle de
qualidade

O programa de computador do instrumento armazena e organiza dados de controle
de qualidade. Pode incluir a aplicagdo completa das regras de Westgard para indicar
resultados fora dos limites.

Capacidades de STAT

Permite que o operador cancele a sequéncia de verificagdo do teste para colocar uma
nova amostra de STAT na ilha de verificacdo.

Capacidade de refrigeracdo de
amostras integradas

Preserva a integridade de amostras, reagentes ou ambos durante o processo de
verificagdo.

Capacidade de armazenamento de
amostras integradas

Indica a quantidade de amostra do paciente que pode ser carregada no analisador a
qualquer momento.

Capacidade de teste de reflexo

Permite programar o equipamento para repetir ou adicionar testes de acordo com
pardmetros especificos definidos pelo operador.

Armazenamento de dados de
pacientes

Capacidade do analisador de armazenar resultados de testes que podem ser
recuperados a qualquer momento. Pode armazenar curvas de formagdo de coagulos.

Monitoramento do volume de reagente

Avisa o operador sobre reagente insuficiente para testes programados.

Processamento

Nimero de testes que podem ser processados dentro de um determinado periodo
(geralmente classificado como nimero de testes por hora).

Curva de formagéo de coagulos

Permite que o operador visualize a formagdo de coagulos dentro da cubeta. Ajuda a
detectar certas condi¢cdes anormais ou estados mérbidos, ou a localizagdo e solugdo
de falhas em resultados de testes divergentes.

Verificagdes pré-analiticas

Detecgdo de tubos subpreenchidos, hemdlise, ictericia, lipemia, codgulo.

Atecnologia estd em ascens3o e as crescentes demandas didrias geram a necessidade de instrumentos dessa natureza

no laboratério. Eles representardo um grande avango na area laboratorial em razdo da possibilidade de realizar testes

de forma confidvel, exata e precisa, e fornecer resultados mais rapidamente (menor tempo de resposta) e com

melhor controle. As vantagens da automagao sdo inimeras. A tecnologia avanga continuamente para acompanhar os
novos desenvolvimentos na érea e reduzir os tempos de resposta, permitindo que os testes sejam confidveis, exatos

e precisos e mantendo a qualidade.

Reagentes: além de reagentes especificos para ensaios especificos, que serdo detalhados nos capitulos

correspondentes, alguns reagentes sdo amplamente utilizados no laboratério de hemostasia (por exemplo, solugéo

de cloreto de célcio e diversos tampdes). Eles podem ser adquiridos de fabricantes de reagentes ou preparados

localmente a partir de reagentes a granel ou solugdes concentradas.
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Solucéo de cloreto de célcio 25 mM: por exemplo, se for adquirida uma solugdo molar, para obter uma solugdo 25
mM, dilua 25 mL de solugédo 1 M para 1 litro em baldo volumétrico com &gua destilada.

Tampdes:
* Tampao barbitirico de Owren pH 7,35
Pese 5,875 g de dietilbarbitirico de sédio (barbitona sddica) e 7,335 g de cloreto de sédio.
Coloque em um baldo volumétrico e dissolva em aproximadamente 780 mL de &dgua destilada.
Adicione 215 mL de &cido cloridrico 0,1 M.
Ajuste o volume até 1 litro com agua destilada.
Verifique o pH e ajuste para pH 7,35, se necessario.
* Solugao salina tamponada de Owren
200 mL de tampao barbitirico de Owren (vide acima).
Adicione 800 mL de solugdo salina normal (cloreto de sddio a 0,9%).
¢ Tampao imidazol (glioxalina)
Pese 2,72 g de imidazol (glioxalina) e 4,68 g de cloreto de sédio.
Coloque em um baldo volumétrico e dissolva em aproximadamente 650 mL de &dgua destilada.
Adicione 148,8 mL de HCI 0,1 M e ajuste o pH para 7,3.
Ajuste o volume até 1 litro com agua destilada, se necessario.

Reagentes para testes de triagem de coagulagdo: nas fases iniciais de investigagdo e diagndstico de distirbios
hemorrégicos, a selegéo e a aplicagdo de reagentes adequados para testes de triagem, particularmente para os testes de
tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), sdo de grande importancia. Muitos reagentes
diferentes estdo disponiveis em todo o mundo. Quando houver uma grande variedade de opgdes, a selegdo deve levar em
consideraggo a variagdo da sensibilidade. Na triagem de um distirbio hemorragico por TP e TTPA, as seguintes fontes de
informagao em relagéo ao provéavel desempenho de um determinado reagente podem ser consideradas:

* Dados comparativos em relagdo a outros reagentes provenientes de programas de avaliagdo externa de
qualidade (EQA), como o programa de EQA internacional

e Dados publicados

e Testes locais de plasma de pacientes com defeitos conhecidos

e Fichas técnicas dos fabricantes

Aprodugdo local de reagentes de TP e TTPA pode ser financeiramente atrativa, mas pode causar dificuldades de padronizagéo
e, portanto, deve ser evitada. Deve-se observar também que alguns fabricantes oferecem reagentes diferentes. Além disso,
a composi¢do de reagentes com o mesmo nome pode ser alterada periodicamente. Isso significa que nédo é possivel
fornecer recomendagdes para o uso de uma determinada fonte de material.
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NI Validacdo, Intervalos de Referéncia e
Desempenho de Testes de Hemostasia
Silmara Montalvao

TOPICOS ABORDADOS

V" Método de Preparacio de PNP v Estabelecimento de Intervalo de Referéncia

V" Como Validar Equipamentos e Testes de v’ Validagéo versus Verificacdo do Intervalo de
Coagulagdo Referéncia

v Processos de Amostras para Validacdo de v’ Andlise Estatistica do Intervalo de Referéncia
Equipamentos/Reagentes v’ Controle de Qualidade Interno e Avaliacio

v Validacgo ou Verificacio Externa de Qualidade

v Precisdo e Exatidao

O pool de plasma normal (PNP) é um componente essencial para o laboratério de hemostasia, pois ¢ utilizado em
diferentes protocolos de teste, desde a avaliagdo de TTPA prolongado até a avaliagdo de inibidores especificos e
inespecificos. Também pode ser usado como material de referéncia para calibragdo e controle normal, desde que sejam
observadas condigbes ideais para esse fim. O protocolo de como o PNP deve ser preparado é apresentado a seguir.

Tabela 4. Requisitos para preparagdo do PNP

Doadores Minimo de 20 individuos normais e sadios, que ndo estejam tomando medicamentos que interfiram nos
fatores de coagulagéo e na reacdo de coagulacso. E aceitével incluir mulheres que estejam tomando
anticoncepcionais orais. Um nimero aproximadamente igual de homens e mulheres é desejavel. A faixa
etaria deve ser de 20 a 50 anos.

Anticoagulante Citrato trissédico di-hidratado 0,109 M (3,2%) tamponado com &cido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-
etanossulfonico (HEPES) a 5 g por 100 mL de citrato trissodico.

Coleta Sangue dos doadores é coletado entre 9:00 e 11:00 usando seringas descartaveis de plastico de 60 mL e

agulhas borboleta de calibre 21.

Método de Preparacdo do PNP:

v' Colete 54 mL de sangue e misture com 6 mL de anticoagulante em recipientes de plastico.

v’ Armazene a amostra em gelo derretido durante a preparagéo do pool.

v" Centrifugue a 4°C por 15 minutos a 2500 g.

v" Colete o plasma em um recipiente de pléstico sem contato.

v Divida em aliquotas de 0,5 mL em frascos plasticos de 1,5 mL.

v' Congele rapidamente em gelo seco/CO2 sélido, se disponivel. Alternativamente, coloque imediatamente em
prateleira aberta a -70°C.

v" Conclua o procedimento acima em até quatro horas.

v Estavel a -70°C por > seis meses.

O PNP preparado dessa forma tera niveis de fator Il (Fll), fator V (FV), fator VII (FVII), fator IX (FIX), fator X (FX),
fator XI (FXI), fator Xl (FXI), cininogénio de alto peso molecular (HMWK) e pré-calicreina (PKK) em torno de 1 U/
mL ou 100 U/dL, embora os niveis de FVIII e fator de von Willebrand (FVW) variem amplamente em diferentes
pools de PNP. O PNP local deve ser calibrado em Unidades Internacionais (Ul), visto que padrées internacionais
estdo disponiveis para todos os fatores de coagulagdo acima mencionados, com excegédo do FXII. O pool pode ser
usado sem calibragdo, com poténcia presumida de 100 U/dL ou 1 U/mL para FXII. Para calibrar em Ul, é necessario
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obter preparagdes de referéncia calibradas da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) (mantidas no National Institute
for Biological Standards and Control [Instituto Nacional de Padrées e Controle Bioldgicos], South Mimms, Potters
Bar, Herts, Reino Unido) ou adquirir plasma de referéncia comercial adequado que tenha sido calibrado em Ul
pelo fabricante. Deve-se considerar a substituicdo desse pool de plasma a cada 12 a 18 meses, a menos que haja
evidéncias provenientes de resultados do controle de qualidade interno (CQlI) de que a estabilidade foi mantida.

Método de calibracdo do PNP local:

v" Obtenha um padréao calibrado, como o padréo internacional (IS) da OMS (minimo de dois frascos).

v Em dois dias diferentes, utilize um frasco de IS e quatro aliquotas de PNP local.

v" No primeiro dia, teste IS, local, local, local, local, IS e repita usando novas diluigdes de cada plasma.

v No segundo dia, teste local, local, IS, IS, local, local, local e repita usando novas diluigdes de cada
plasma.

Calcule a poténcia de cada aliquota do padréo local em relagdo a média dos resultados com os dois IS.

v" O resultado médio de 4 aliquotas x 2 diluigdes x 2 dias (n = 16) ¢ atribuido ao padréo local como sua
poténcia.

Como Validar Equipamentos e Testes de Coagulagdo: antes de utilizar um novo método, ¢ essencial que ele seja
avaliado quanto a sua adequagéo para a finalidade pretendida. Este capitulo apresenta uma recomendacéo geral
sobre como planejar e executar os processos necessarios para selecdo e avaliagdo de analisadores/sistemas de
teste de hemostasia. Essas recomendagdes ndo pretendem substituir requlamentagdes ou normas, mas sim fornecer
orientagdo sobre as etapas necessarias para atender as boas praticas de laboratdrio.

A extensdo da avaliagdo de um sistema de teste dependerad de vérios fatores, incluindo: (a) o uso pretendido
do sistema de teste; b) se o sistema de teste foi considerado aprovado para uso clinico por érgdos ou estatutos
regionais; c) os recursos disponiveis do laboratério. Ao escolher um sistema de teste, deve-se realizar uma pesquisa
para determinar quais analisadores de hemostasia estdo disponiveis. Uma lista de requisitos deve ser elaborada para
identificar o melhor sistema para o seu laboratério, detalhando as caracteristicas fisicas do laboratério, bem como
o desempenho exigido do equipamento. O planejamento da validagdo é uma etapa importante e esta relacionado
aos resultados obtidos, visto que o bom planejamento pode gerar uma validagdo tecnicamente adequada. Para
tanto, é importante estimar um prazo realista para a avaliagdo, com base nos recursos disponiveis e no escopo da
avaliagdo. E necessério definir os detalhes do processo de avaliagdo (em etapas), que deve ser revisado e aprovado
pelo responsavel do setor. O plano de validagédo deve detalhar o parametro de avaliagdo (por exemplo, imprecisao),
os testes a serem realizados e o resultado desejado (por exemplo, limites estatisticos). Como alguns sistemas de
teste podem exigir amostras incomuns ou que abranjam uma ampla faixa de valores, pode ser aconselhavel iniciar a
coleta e o congelamento das amostras com semanas ou até meses de antecedéncia. As quantidades de consumiveis
(incluindo reagentes) necessérios para a avaliagdo do sistema de teste devem ser estimadas, com espaco para planos
de contingéncia caso seja necessario trabalho adicional. O laboratério deve documentar cada etapa do processo
de avaliagdo, incluindo manutengéo preventiva dos instrumentos, avaliagdes de temperatura e dados gerados nas
etapas de validagdo ou verificagdo. O gerente do laboratério deve analisar os dados e registrar o resultado da
anélise. E aconselhével ter uma pasta de registro digital dedicada e rotulada para a validagdo e avaliagdo do sistema.
Independentemente disso, qualquer forma de avaliagdo do sistema de teste deve estar prontamente disponivel para
uma eventual necessidade de verificar a adequagédo do laboratério.

Processos de Amostras para Validacdo de Equipamentos/Reagentes: o processamento de amostras utilizado no
processo de validagdo deve ser o mesmo das amostras de teste de pacientes. Para o teste de TP, estudos mostram que a
estabilidade do plasma processado é de 24 horas quando mantido em temperatura ambiente, mas, quanto mais rapido
for o processamento, melhor sera a garantia de qualidade. Amostras de plasma para outros testes devem ser testadas
em até 4 horas ap6s a coleta. Se as amostras ndo puderem ser testadas dentro dos limites de estabilidade aceitaveis,
amostras de plasma pobre em plaquetas (PPP) devem ser produzidas, aliquotadas e armazenadas congeladas a -70°C
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(Favaloro et al, 2008). Antes da andlise, as amostras congeladas devem ser descongeladas a 37°C (3 a 5 minutos para
aliquotas de até 1 mL) e misturadas imediatamente antes do teste (Kitchen et al, 2021).

Validagdo ou Verificagdo: em geral, a validagdo é um processo que deve ser realizado em sistemas de teste totalmente
novos ou em um teste desenvolvido no laboratério. A verificagéo, por outro lado, é um processo que pode ser aplicado a
sistemas de teste ja validados que foram recentemente introduzidos no mercado de diagndstico. A verificagdo também
pode ser aplicada a avaliagdo apds o equipamento ter sido realocado. Se um sistema de teste tiver sido aprovado pela
autoridade regulatéria regional, apenas o processo de verificagdo do sistema de teste pode ser realizado localmente.
Nesse caso, a verificagdo pode ser definida como o fornecimento de evidéncias objetivas de que um determinado
sistema de teste atende localmente as especificagdes definidas pelo fabricante. O desvio das instrugdes de uso do
fabricante para um sistema de teste exigird acompanhamento para validagéo do sistema (Castellone, 2017).

Precisdo e Exatidao: apds a instalagdo do equipamento, é importante avaliar o grau de imprecisao intra-execugao
dos testes a serem avaliados. Essa pratica é Gtil para identificar valores discrepantes e variabilidade no sistema de
medigdo. O nimero de testes necesséarios para avaliagdo dependera se os sistemas de teste requerem validagao ou
verificagdo (Gardiner et al., 2021a). Para estudos de exatiddo, as amostras testadas dependeréo do tipo de amostras
de pacientes que deverdo ser testadas no laboratério. A exatiddo é uma avaliagdo importante, definida como a
concordéncia entre uma medigdo e o valor real. A exatiddo geralmente é avaliada comparando novos instrumentos
ou sistemas de reagentes com um método existente ou predeterminado (Eusebi, 2013). A comparagdo entre sistemas
deve ser realizada por meio de anélise estatistica. A comparabilidade entre sistemas pode ser analisada por meio
de regressao linear (normal, ponderada, Deming ou Passing-Bablok, conforme o caso), gréficos de tendéncia de
Bland-Altman e testes t pareados (ou testes U de Mann-Whitney, se os dados nédo forem normalmente distribuidos)
(Jensen and Kjelgaard-Hansen, 2006). Os critérios de aceitabilidade serdo especificos para o teste. Para o teste de
TTPA, por exemplo, dois sistemas de teste diferentes que utilizam reagentes diferentes podem gerar resultados
com diferengas clinicamente significativas (Montalvéo et al, 2020). Avaliagdes de sensibilidade, especificidade e
valor preditivo negativo e positivo do teste também sdo informagdes relevantes e fundamentais para alguns testes.
Ensaios calibrados que ndo possuem um padrdo internacional (por exemplo, FVIIl) e metodologia padronizada
devem produzir uma linha de regressdo com inclinagdo préxima a 0,90-1,10, com forte correlagéo (r >0,95) e sem
viés clinicamente significativo (Gardiner et al, 2021b). O nimero exato de amostras para a avaliagdo estatistica
do processo de verificagdo/validagdo dependera dos critérios de aceitabilidade de cada teste. A participagdo em
um programa de EQA pode ser (til para estabelecer a exatiddo do sistema antes de implementé-lo na rotina de
pacientes (Montalvao et al, 2022).

Estabelecimento de Intervalo de Referéncia: estabelecer um intervalo de referéncia normal é uma das tarefas mais
importantes realizadas no laboratério, pois a maioria das decisées médicas sdo tomadas com base em resultados
laboratoriais. Os testes de coagulagdo apresentam um conjunto Unico de desafios. Os reagentes usados em testes
de rotina podem ter diferentes sensibilidades a coagulagdo com base na concentragédo e no tipo de fosfolipidio e
ativadores. Um exemplo classico disso sdo os reagentes usados no teste de TTPA, que usam particulas (por exemplo,
caulim, celite, silica) ou produtos quimicos (por exemplo, acido elagico) que afetam diretamente a sensibilidade e a
especificidade do teste. Nesse contexto, as diferentes particulas, bem como a classe de fosfolipidios e a composicéo
de &cidos graxos, ndo sdo padronizadas. Portanto, reagentes de diferentes fornecedores podem ter composi¢des
diferentes. Todas essas propriedades dos reagentes precisam ser consideradas ao estabelecer um intervalo de
referéncia normal. Portanto, é essencial que o laboratério realize a determinagéo local da faixa de referéncia normal
para que o conjunto de reagentes, equipamentos e procedimentos possa ser levado em consideragdo ao avaliar o
paciente. Satde ndo é uma condigdo bem definida e, muitas vezes, é um termo relativo. O grupo ideal em alguns
casos pode corresponder estreitamente a populagdo sob investigagdo em termos de idade e sexo. No entanto, essa
selecdo cuidadosa ndo é essencial para muitos testes de coagulagdo. Na prética, a selegdo de individuos normais
e sadios para o estabelecimento de uma faixa normal seré influenciada por consideragdes praticas. Funcionarios
sadios de hospitais que ndo recebem nenhum medicamento e doadores de sangue sadios podem ser utilizados com
sucesso. Ha considera¢des importantes em relagdo as faixas normais, que sdo apresentadas a seguir. A condigdo dos
individuos normais no momento da coleta de sangue pode influenciar os resultados obtidos. Isso inclui uma reviséo
das evidéncias sobre os efeitos do estresse fisico (por exemplo, persisténcia de até 10 horas de um aumento de 2,5
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vezes no FVIII/FVW), estresse mental (por exemplo, aumento no FVIIl e no FVW apds estresse mental agudo), efeitos
hormonais, variag&es circadianas e os efeitos da postura e da dieta. Foram feitas algumas recomendagdes gerais que
ndo se restringiram a investigagdo de pacientes do sexo feminino. Estas foram as seguintes:

v" Nao realizar exercicios fisicos intensos nas 24 horas anteriores a pungéo venosa.

v" Utilizar um ambiente onde o estresse fisico e mental seja reduzido.

v" Néo ingerir alimentos gordurosos nem fumar na manha da pungdo venosa.

v" Coletar amostras no inicio da manha (das 7:00 as 9:00), apés o individuo permanecer sentado em posigédo
relaxada por 20 a 30 minutos.

Validacdo versus Verificacdo do Intervalo de Referéncia: os resultados do intervalo de referéncia sdo avaliados
estatisticamente e o tipo de avaliagdo estatistica se baseia no nimero de individuos utilizados. O processo pode
incluir validagdo ou verificagdo completa, quando o intervalo de referéncia é previamente estabelecido. A validagao
requer um estudo com no minimo 120 individuos, enquanto a verificagdo de uma faixa de referéncia requer apenas
20 individuos para demonstrar que um teste funciona conforme ja estabelecido. O intervalo de referéncia deve ser
verificado com qualquer alteragdo de reagente, nimero de lote e instrumento ou sistema de coleta. A média e o
desvio padrao (DP) podem ser calculados (Gardiner et al, 2021a).

Andlise Estatistica do Intervalo de Referéncia: o DP é a dispersdo dos dados em torno da média. Quanto mais
dispersos os dados, maior o desvio. O intervalo de confianga mede o nivel de incerteza. Se o nivel de confianga de
95% for escolhido, os intervalos serdo estimados nos percentis 2,5 e 97,5 da distribui¢do dos resultados. Isso garante
que o intervalo de confianga dos valores contenha a média real de 95% da populagéo. Niveis de confianga mais
altos terdo intervalos de referéncia mais amplos, enquanto intervalos de confianga mais baixos serdo mais estreitos
(Henny et al, 2016).

Diferentes métodos estatisticos podem ser utilizados para avaliar dados:
(1) Método paramétrico: é utilizado quando a distribuigdo populacional é normal ou gaussiana.

(2) Método nédo paramétrico: ndo requer leis de probabilidade devido a sele¢do cuidadosa dos sujeitos e um nimero
suficiente de individuos testados (>120).

(3) Método robusto: para uso em um nimero limitado de individuos sem exigir que a distribui¢do seja gaussiana e
mede a posigéo (localizagdo) e a dispersédo (espalhamento) em vez da média e do desvio padrao.

Medidores de posicdo organizam os dados do menor para o maior em partes iguais, enquanto as analises de
dispersdo avaliam a distancia entre os valores da distribuicdo e o centro. Para verificar a existéncia de valores
discrepantes, os dados podem ser inspecionados visualmente e avaliados por meio de um método proposto
por Dixon (Henny et al, 2016). Com um tamanho de amostra de 20 (verificagdo do intervalo de referéncia), dois
valores discrepantes sdo permitidos. Se houver mais de dois valores discrepantes, 20 amostras adicionais devem
ser testadas. Se houver outros dois valores discrepantes, outras fontes de erro, como reagentes, problemas no
analisador ou variacdo bioldgica, devem ser investigadas (Henny et al, 2016). Pode ser necessério realizar um anélise
completa do intervalo de referéncia.

Controle de Qualidade Interno e Avaliagdo Externa de Qualidade: garantia de qualidade (GQ) é um termo geral
que pode ser usado para descrever todas as medidas adotadas para garantir a confiabilidade de testes e laudos
laboratoriais. Isso inclui a escolha do teste, a coleta de uma amostra valida do paciente, a anédlise da amostra e
o registro dos resultados de forma oportuna e exata até a interpretacdo dos resultados, quando apropriado, e a
comunicagdo desses resultados aos médicos solicitantes. CQl e avaliagdo externa de qualidade (EQA) (as vezes
chamada de teste de proficiéncia) sdo dois componentes distintos, porém complementares, de um programa de
garantia de qualidade laboratorial. O CQl é usado para estabelecer se uma série de técnicas e procedimentos tém
desempenho consistente ao longo de um periodo. Portanto, é implantado para garantir a consisténcia diaria do
laboratério. A EQA é usada para identificar o grau de concordéncia entre os resultados de um laboratério e aqueles
obtidos por outros centros.
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Controle de qualidade interno: o CQl é usado para estabelecer se uma série de técnicas e procedimentos tém desempenho
consistente ao longo do tempo. O termo “controle de qualidade” é comumente usado para descrever o conjunto de procedimentos
utilizados para verificar se os resultados de exames laboratoriais sdo confidveis o suficiente para serem divulgados e auxiliar na
tomada de decisbes clinicas, no monitoramento da terapia e no diagndstico de anormalidades hemostaticas. Procedimentos de
controle de qualidade devem ser aplicados de forma a garantir o controle imediato e constante da gerag&o de resultados.

Em um ambiente laboratorial, a qualidade dos resultados obtidos ¢ influenciada por diversos fatores, incluindo:

¢ Coleta e manuseio adequados das amostras

* Selegdo de técnicas adequadas e manutengdo de um manual atualizado de procedimentos operacionais
padrao

e Uso de reagentes e materiais de referéncia confiaveis

* Selegdo de automagéo apropriada e manutengdo adequada

* Registros adequados

* Sistema de relato de resultados

Além disso, a qualidade dos resultados obtidos na pratica de rotina depende muito da selegdo, do treinamento e
da motivagdo de um complemento apropriado de pessoal adequado.

O CAQl ¢é particularmente Util para identificar o grau de precisdo de uma técnica especifica — precisdo sendo o grau de
concordancia entre mediges repetidas em uma amostra. Para garantir que os resultados obtidos no laboratério sejam
confidveis, eles devem ser precisos em suas andlises. O CQl garante a consisténcia diaria de um processo analitico e,
portanto, ajuda a determinar se os resultados dos pacientes séo confidveis o suficiente para serem divulgados. Um
programa de CQl deve consultar instituigdes que embasam as diretrizes de qualidade laboratorial, como a International
Organisation for Standardisation (ISO) [Organizagéo Internacional de Normalizagdo] ou o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) [Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais]. Os testes laboratoriais devem ser capazes de identificar
resultados fisiolégicos e patolégicos, independentemente de quando o teste for realizado. Nas recomendagdes da
ISO 15189:2022, o laboratério deve ter um procedimento de CQI para monitorar a validade continua dos resultados
dos exames, de acordo com critérios definidos, que verifique a obtengdo da qualidade pretendida e garanta validade
consistente em relagdo a tomada de decisdo clinica. O CQl deve ser realizado com frequéncia baseada na estabilidade e
robustez do método de exame e no risco de danos ao paciente decorrentes de um resultado erréneo. Na CLSI H47-A2
Vol. 28 N° 207.8, para todos os sistemas de teste de coagulagdo ndo manuais, no minimo, o laboratério deve incluir pelo
menos dois niveis de material de controle a cada 8 horas de operagéo e cada vez que um reagente for trocado.

Materiais de controle de qualidade interno: para avaliar a precisdo de um método especifico, é necessario realizar
analises repetidas de aliquotas da mesma amostra. E importante incluir amostras de controle de qualidade (CQ) com
valores normais e anormais para garantir que o método esteja sob controle em diferentes niveis de um determinado
analito, visto que alteragdes relativamente pequenas em um processo analitico podem ser mais aparentes ao testar
um controle anormal. O material de controle deve ter propriedades semelhantes as amostras de teste e ser analisado
simultaneamente. Materiais de controle de qualidade de origem humana tém maior probabilidade de se assemelhar
a amostras de teste humanas. Todos os frascos ou aliquotas do material de controle devem ser praticamente idénticos
para que qualquer variagdo nos resultados do teste ndo seja consequéncia da variagdo entre frascos. O material
de CQ também deve permanecer estavel durante o periodo de uso pretendido. Em relagéo aos testes e ensaios
hemostaticos, as amostras de plasma devem ser congeladas (preferivelmente a -35°C ou menos) ou liofilizadas
para garantir estabilidade adequada para uso como material de CQ. Para reconstituigdo de amostras liofilizadas, é
importante usar 4gua destilada com pH 6,8-7,2 e aguardar pelo menos cinco minutos para a reconstituicdo. Se for
usado material de CQ comercial, este deve ser reconstituido de acordo com as instrugdes do fabricante por meio de
um sistema de pipetagem exato. Se for usado material de CQ congelado, este deve ser descongelado rapidamente
a 37°C por cinco minutos. Na selecdo do material de CQ, o risco de transmissdo de virus transmitidos pelo sangue
deve ser considerado. Material de alto risco ndo deve ser usado. Pelo menos um material de CQ deve ser incluido
em cada grupo de testes ou ensaios de triagem. Para testes de triagem, pode ser mais apropriado incluir um CQ
normal dessa forma e testar materiais de CQ anormais uma vez por dia ou turno, ou quando houver divida sobre
se um método estd sob controle. Um material de CQ com nivel reduzido deve ser incluido nos testes usados para
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diagnostico e monitoramento de estados de deficiéncia congénita associados a sangramento. Em todos os casos, o
material de controle deve ser tratado exatamente como as amostras de teste, se possivel.

Limites de variacdo aceitaveis: para CQl comercial, os fabricantes de amostras geralmente fornecem uma faixa
alvo de valores aceitaveis. No caso de testes e ocasionais ensaios de triagem, os resultados obtidos dependerao
dos reagentes e do sistema de detecgdo de ponto final usados para realizar os testes. A faixa alvo deve levar
esses efeitos em consideragdo. Quando ndo houver faixa alvo disponivel para uma técnica especifica, isso pode
ser estabelecido localmente. O material de CQl é testado repetidamente (no minimo 10 vezes) em dias diferentes
quando se sabe que o método esta sob controle (conforme indicado, por exemplo, por resultados dentro do alvo
em um material de CQ alternativo). A média e o DP desses resultados sdo entdo calculados. O DP ¢ a raiz quadrada
da soma de d2 dividida por n-1, onde d ¢ a diferenga dos resultados individuais em relagédo a média e n é o nimero
de determinagdes. O DP é uma medida da dispersao dos resultados; quanto maior o DP, maior a dispersdo dos
resultados. Outro parémetro importante é o coeficiente de variagdo (CV), que é o DP expresso como porcentagem
da média (CV = DP dividido pela média, multiplicado por 100%). O CV dos resultados em dias diferentes para TP
e TTPA de uma amostra de CQ deve ser sempre menor que 8%, e de preferéncia mais baixo. Para ensaios como
FVIII:C e FIX, CVs menores que 10% devem ser atingiveis para testes realizados ao longo de varios dias. Na maioria
dos casos, os resultados obtidos com uma amostra de CQl apresentardo distribuicdo normal (gaussiana). E prética
comum definir a faixa alvo para os resultados de CQl como a média = 2 DP, visto que esta deve incluir 95% dos
valores. Os resultados individuais devem ser registrados em uma tabela que identifique a faixa alvo. Resultados fora
dessa faixa indicam que o material de CQ se deteriorou ou foi manuseado incorretamente, ou que o método nao
esta devidamente controlado. A repeti¢do de testes com mais material de CQ diferenciara essas duas possibilidades,
com novos resultados fora dos limites confirmando que o sistema de teste esta fora de controle.

Avaliacdo externa de qualidade: em grandes programas de EQA, a anélise retrospectiva dos resultados obtidos pelos
laboratérios participantes permite a identificagdo ndo apenas do baixo desempenho individual de cada laboratério,
mas também de reagentes e métodos que produzem resultados ndo confidveis ou enganosos. A principal fun¢éo da
EQA é a realizagdo de testes de proficiéncia de testes laboratoriais individuais. O Programa de Avaliagdo Externa de
Qualidade Internacional (IEQAS) da Federagdo Mundial de Hemofilia (WFH) inclui anélises de particular relevancia
para o diagndstico e o manejo de distirbios hemorragicos (para mais informagdes, entre em contato com a WFH).
Dados deste programa foram publicados nas seguintes referéncias:

e Jennings |, Kitchen S, Woods TAL, Preston FE. Development of a World Federation of Hemophilia External
Quality Assessment Scheme: results of a pilot study. Haemophilia 1996; 2: 4-46.

e Jennings |, Kitchen S, Woods TAL, Preston FE. Laboratory performance of haemophilia centres in
developing countries: 3 years’ experience of the World Federation of Hemophilia External Quality
Assessment Scheme. Haemophilia 1998; 4: 739-746.

e Jennings |, Kitchen DP, Woods TA, Kitchen S, Walker ID, Preston FE. Laboratory performance in the WFH
EQA programme 2003-2008. Haemophilia. 2009; 15:571-7.

e Silmara Montalvdo, lan Jennings, Christopher Reilly-Stitt, Dianne Kitchen, Steve Kitchen. Quality of
diagnosis and lab monitoring of people with hemophilia and other bleeding disorders across the continents:
WFH IEQAS programme 2016-2023.

O IEQAS da WFH foi langado em 2004 para monitorar e aprimorar o desempenho laboratorial em centros de
tratamento de hemofilia (HTCs) no mundo todo. Os laboratérios podem participar desse programa para avaliar seus
sistemas de garantia de qualidade e a confiabilidade dos resultados de seus testes. O IEQAS aprimora e padroniza o
diagnéstico laboratorial por meio da auditoria da eficacia dos sistemas internos de garantia de qualidade em vigor e
da medigdo da competéncia do laboratério. O Programa de Avaliagdo Externa de Qualidade Nacional do Reino Unido
(NEQAS RU) opera o programa de Coagulagéo Sanguinea, com sede em Sheffield, que foi inspecionado pelo United
Kingdom Accreditation Service Ltd (UKAS) e recebeu acreditagao total na ISO 17043 para todos os testes listados. A
obrigagdo do IEQAS da WFH é proporcionar uma EQA para testes de coagulagdo sanguinea e promover altos padrdes
de desempenho e pratica. A EQA, juntamente com os procedimentos de CQl, s&do componentes fundamentais
da garantia de qualidade laboratorial global. Além disso, o IEQAS da WFH oferece um servigo de consultoria aos
participantes por meio de intercambios sobre diagnéstico laboratorial, incluindo uma reunido de participantes durante
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o Congresso Mundial da WFH, que acontece a cada dois anos, e visitas presenciais/virtuais para treinamento, conforme
necessério. O Comité do IEQAS da WFH é responsavel por supervisionar o programa IEQAS. O comité é formado
por um presidente independente indicado pela WFH, pelo diretor do programa, pela equipe do programa |[EQAS
nos Hospitais Universitarios de Sheffield (instituicdo anfitrid) e equipe e voluntarios da WFH. O Comité do IEQAS
supervisiona todos os aspectos operacionais do programa, avalia a participagdo no programa, analisa os resultados,
monitora o desempenho global dos laboratérios e fornece suporte consultivo aos centros registrados no programa. As
pesquisas do IEQAS da WFH sao distribuidas trés vezes por ano, normalmente em margo, julho e novembro. Todas as
pesquisas geralmente incluem TP, TTPA, ensaio de FVIII e ensaio de FIX. Duas das trés pesquisas incluem o ensaio de
antigeno FVW e o ensaio de atividade do cofator de ristocetina/FVW. Uma das trés pesquisas inclui dois outros ensaios
de fatores, de modo que os ensaios de Fll, FV, FVII, FX e FXI sdo avaliados em algum momento, juntamente com o
fibrinogénio. Para mais detalhes, entre em contato pelo e-mail neqas@coageqa.org.uk.
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I Integridade das Amostras e Varidveis Pré-
Analiticas
Kieron Hickey

TOPICOS ABORDADOS
V" Coleta de Sangue V' Armazenamento
v Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) v Descongelamento

v" Substancias Interferentes

Antes da coleta de sangue, alguns fatores devem ser considerados. Nao é necesséario jejum antes da coleta
de sangue para a maioria dos exames de sangramento e trombose. No entanto, uma excecdo é o teste de
homocisteina, que requer jejum. Exercicios fisicos (Venema et al, 2017) e estresse (Austin et al, 2012) podem
causar aumentos temporarios de FVIIl e FVW. Exercicios também podem afetar o teste de dimero D (Huskens
D et al, 2016). A inflamagdo pode afetar os fatores de coagulagdo e outros parametros hemostaticos (Hardy et
al, 2024). A gravidez afeta uma variedade de parametros, incluindo FVIII (Castaman, 2013), FVW (Delbriick et al,
2019) e dimero D (Blomback et al, 2007). Vérios produtos farmacéuticos e anticoagulantes podem interferir nos

testes de hemostasia, portanto, informagdes sobre os tratamentos dos pacientes sdo essenciais para o laboratério
(Gosselin et al, 2019).

Coleta de Sangue: diversas diretrizes que descrevem as melhores préticas para coleta e processamento de amostras
para testes hemostaticos estdo disponiveis (CLSI, 2024; CLSI, 2017). A coleta de sangue deve utilizar um sistema de
coleta a vacuo ou seringa plastica com agulha de calibre 19 a 21 (adultos) ou de calibre 22 a 23 (criangas) (Srivastava
et al, 2021). Os tipos de tubo ndo sdo todos iguais, portanto, os centros devem usar um Unico tipo de tubo e
gerar intervalos de referéncia com base nesses tubos (Bowen et al, 2016). Mesmo em um tipo de tubo de coleta, a
constituicdo é importante; tubos de plastico e vidro ndo sdo intercambiaveis (Fiebig et al, 2005). Os tubos de coleta
de sangue devem conter 0,105 a 0,109 M (3,2%) de citrato trissodico (CLSI, 2024). A sequéncia de coleta é importante
para evitar contaminagdo cruzada por EDTA (Lima-Oliveira et al, 2015) ou heparina (Keppel et al, 2019); portanto,
as melhores préticas na coleta de amostras devem ser seguidas (OMS, 2010; Simundic et al, 2018). As amostras
requerem anticoagulagdo imediata apds a pungdo venosa, com enchimento minimo de 80% do volume alvo (Kitchen
et al, 2021) para atingir a propor¢do sangue:anticoagulante de 9:1. A inversdo suave (3 a 5 vezes) dos tubos de
sangue apos flebotomia permite a mistura adequada das amostras. Alteragées hemostaticas indesejadas ocorrem
em tubos subpreenchidos (Lippi et al, 2012). Amostras com niveis de hematdcrito >55% requerem solugdo de citrato
ajustada para compensar o alto volume globular e obter a proporgao correta de 9:1. Alteragdes significativas no TP,
TTPA e monitoramento de anticoagulantes (RNI) podem ser observadas se essa proporgado nao for mantida (Marlar
et al, 2006). A férmula recomendada para reajustar os niveis de citrato é apresentada abaixo (Kitchen et al, 2021).
As amostras devem ser devidamente rotuladas imediatamente antes ou depois da flebotomia, de acordo com as
politicas regulatérias ou institucionais locais.

C =(1,85x 10°)(100 — HCT)(V)

C = volume de citrato em mililitros (mL) que deve ser adicionado a um volume de sangue (V)
HCT = hematdcrito do paciente

V = volume de sangue adicionado em mL

E 1,85 x 102 é constante
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Um exemplo utilizando HCT de 70% e 4,5 mL de sangue coletado antes da adigdo do anticoagulante resulta no
seguinte célculo, ou seja, 0,25 mL de citrato sdo misturados com 4,5 mL de sangue.

(1,85 x 1073)(100 — HCT)(V) = C
(1,85 x 0,001)(100 — 70)(4,5 mL) = 0,25 mL de citrato

Plasma Pobre em Plaquetas (PPP): a maioria dos testes de coagulagado pode ser realizada com PPP apds centrifugagéo a
>1700 g por 10 minutos (CLSI, 2024; Kitchen et al, 2021). Centrifugas refrigeradas devem ser evitadas, visto que a ativaggo a
frio do fator plaquetério 4 pode afetar o monitoramento da heparina, os testes de fungéo plaquetaria, os testes de FVIIl e os
testes de FVW (Favaloro, 2004). Alguns testes, como de heparina ndo fracionada (HNF) e anticoagulante lipico, requerem
plasma livre de plaquetas centrifugado duas vezes (<10 x 109) se o teste for realizado em amostras previamente congeladas.
Nesse caso, o plasma é removido do tubo de sangue centrifugado para um recipiente secundario adequado e centrifugado
novamente com subaliquotas removidas para congelamento. O teste de fungéo plaquetaria requer plasma rico em plaquetas
(PRP), preparado apos centrifugagdo a 170 g por 15 minutos ou 250 g por 10 minutos (Gomes et al, 2021).

Substancias Interferentes: amostras hemolisadas ndo devem ser testadas, pois podem ser observadas alteragdes
significativas, particularmente no TTPA (Woolley et al, 2016; Lippi et al, 2013), exceto quando a hemdlise for
intravascular (Arachchillage et al, 2014). Ensaios de rotina geralmente néo séo afetados por ictericia (Woolley et al,
2016) e a lipemia pode ser eliminada por ultracentrifugacéo (Lippi et al, 2013, Dimeski e Jones, 2011).

Armazenamento: o teste de amostras é sensivel ao tempo. O processamento e o teste das amostras devem ser
realizados dentro da janela de estabilidade do ensaio apds a pungdo venosa, e as amostras devem ser armazenadas
em temperatura ambiente durante esse periodo. As diretrizes recomendam o teste em até 4 horas (CLSI, 2024) para
todas as amostras, a menos que dados locais confirmem estabilidade prolongada para uma combinagédo especifica
de tubo/ensaio (Kitchen et al, 2021; Linskens et al, 2018). O armazenamento em temperaturas mais altas pode levar
a perda de fatores de coagulagdo, como o FVIII (Omidkhoda et al, 2011). A liberagdo de fator plaquetario 4 pode
causar neutralizagdo da heparina ndo fracionada nas amostras, por isso esses tubos devem ser centrifugados em
até 1 hora e analisados em até 4 horas (Baker et al, 2020). Se o plasma for armazenado para testes posteriores, as
condigbes de armazenamento podem afetar alguns ensaios. O plasma pode ser armazenado de forma aceitavel a
-24°C por 3 meses. Contudo, no armazenamento de longo prazo (aproximadamente 6 meses), as amostras devem
ser armazenadas a -70°C (Woodhams et al, 2001; Fenclova et al, 2023).

Descongelamento: amostras congeladas para teste devem ser descongeladas em banho-maria a 37°C por 3 a
5 minutos e invertidas varias vezes antes do teste para homogeneizar a amostra (Jo et al, 2020). Deve-se evitar o
recongelamento do plasma descongelado para testes posteriores.
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YU Investigacao Laboratorial Utilizando Apenas
Testes Manuais
Steve Kitchen

TOPICOS ABORDADOS

v" Quando Usar a Técnica de Inclinagdo Manual do Tubo v Tempo de Trombina e Fibrinogénio pela Técnica de
V" Como Executar a Técnica de Inclinagdo Manual do Tubo Inclinagdo Manual do Tubo

v TP pela Técnica de Inclinagdo Manual do Tubo V' Teste de Fibrinogénio Derivado de TP

v\ TTPA pela Técnica de Inclinagdo Manual do Tubo

Existem vantagens em usar coaguldémetros para testes de coagulagéo, incluindo velocidade de anélise/produtividade e
consisténcia da anélise, que proporcionam resultados precisos e exatos em tempo hébil. Embora muitos instrumentos
diferentes para testes de coagulagéo estejam disponiveis e em uso em todo o mundo, a técnica de inclinagdo manual do
tubo ainda pode ser empregada com sucesso para determinagdo do tempo de coagulagéo. Isso pode ser feito para todas
as amostras, caso ndo haja um método automatizado adequado disponivel, ou para um subgrupo de amostras, seja porque
a anélise automatizada ndo gera resultados em amostras com caracteristicas especificas, causando incompatibilidade da
amostra com o instrumento em uso, ou porque o método do coaguldémetro estd temporariamente indisponivel. Métodos
de inclinagdo do tubo sdo adequados como alternativas aos métodos baseados em coagulos, e mesmo laboratdrios
de centros de hemofilia abrangentes devem ter o método de inclinagdo manual do tubo disponivel para as poucas
amostras em que a andlise automatizada néo funcionar, mas cujos resultados forem realmente necessérios para o manejo
seguro do paciente. Isso pode ocorrer na presenga de concentragdes plasméticas de lipidios muito elevadas ou quando
o padréo de formagao de codgulos na amostra difere acentuadamente das amostras normais, particularmente quando a
polimerizagdo de fibrinogénio em fibrina é acentuadamente anormal. Em razdo das muitas varidveis e possiveis fontes de
contaminagdo associadas as técnicas manuais, estas podem exigir testes duplicados. Se o CV entre dias dos resultados
do CQl for >5%, deve-se considerar a realizagdo de testes duplicados. Quando os testes forem realizados em duplicata,
os dois resultados devem estar dentro de +/- 5% da média com a prética.

Quando Usar a Técnica de Inclinagdo Manual do Tubo: 0 método de inclinagdo manual do tubo pode ser usado
com sucesso para determinagdo de TP, TTPA, tempo de trombina e fibrinogénio, bem como em ensaios de fatores de
coagulagdo baseados em TP e TTPA.

Como Executar a Técnica de Inclinagdo Manual do Tubo: o método de execucdo da técnica de inclinagdo do tubo
para testes de coagulagdo foi recentemente harmonizado em relagdo ao teste de TP como parte da calibragdo de
tromboplastinas de referéncia para o sistema de razdo normalizada internacional (RNI) usado para monitorar medicamentos
antagonistas da vitamina K (Van den Bessellaar et al, 2020). Esse método harmonizado melhorou a concordancia entre
os resultados de TP com inclinagdo do tubo quando o teste é realizado por diferentes operadores e em diferentes
centros. Esse método pode ser usado para testes com inclinagdo do tubo para anélise de TTPA, tempo de trombina e
fibrinogénio, além do teste de TP.

Materiais necessarios:

1) Banho-maria para manter os tubos de ensaio em temperatura constante de 37°C. Dimens&es proximas a
40 x 30 x 20 cm sdo convenientes. A dgua no banho deve ser circulada continuamente por uma bomba,
se possivel. A temperatura deve ser de 37°C (limites de tolerancia: 37 * 0,5°C). A temperatura deve ser
controlada com um termémetro calibrado.

2) Fonte de luz, como uma lumindria articulada, colocada 20 cm acima do nivel da dgua, pode ser usada
para iluminar o tubo de ensaio durante a inclina¢do, o que facilita a detecgdo do coagulo no ponto final
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pelo operador. O uso de LED como fonte de luz é preferivel as lampadas que geram calor, pois podem
elevar a temperatura dos tubos de ensaio mantidos préximos a fonte de luz.

3) Os tubos de ensaio devem ser tubos de vidro n3o siliconizados sem uso. Tubos de cultura descartaveis
(codigo de catélogo 73500-1275, Kimble Chase Life Science and Research Products LLC, Vineland, Nova
Jersey) com dimensbes de 75 x 12 mm e espessura de parede de 0,8 mm foram utilizados no trabalho para
harmonizar os testes de inclinagdo de tubo de TP (van den Besselaar et al, 2020), mas tubos de 75 x 10 mm
também podem ser utilizados. Os tubos de ensaio devem ser feitos de vidro borossilicato. Os tubos de
ensaio devem ser descartados apds o uso e ndo devem ser lavados para reutilizagdo. Diferentes fontes de
tubos de ensaio de vidro podem ser usadas com sucesso, mas podem influenciar os tempos de coagulagéo
obtidos, particularmente em testes de triagem como TTPA. Se a fonte (fabricante ou composi¢éo) dos tubos
de ensaio for alterada, deve-se considerar a possibilidade de que os resultados tenham sido influenciados.
Isso pode ser avaliado comparando um pequeno ndmero de testes, como o de TTPA, com os dois tipos de
tubo. Se houver diferencas sisteméticas, uma nova faixa normal deve ser estabelecida.

Técnica:

* A temperatura do ambiente no qual o equipamento esté instalado e onde a técnica serd executada deve
ser mantida em 20-22°C.

e Antes de iniciar os testes manuais de TP, TTPA, TT ou fibrinogénio em banho-maria, a temperatura deve
ser verificada e posteriormente registrada.

¢ Os tubos de ensaio vazios devem ser mantidos na posicdo vertical em um suporte dentro do banho-maria, a
37°C por pelo menos 4 minutos a uma profundidade de 3,5 cm, antes da adigdo dos reagentes e do plasma.

TP pela Técnica de Inclinacdo Manual do Tubo:

e Para o teste de TP, adicione 200 pL do reagente de tromboplastina/célcio e incube por 2 minutos.

* Em seguida, pipete 100 pL de plasma ndo pré-aquecido, dispensando a uma altura de 1 cm acima do
nivel de tromboplastina, com a ponteira apoiada na parede do tubo de ensaio, e acione imediatamente
o cronémetro com a outra méao.

* Agite o tubo suavemente para misturar o contedido, com o tubo imerso na dgua.

¢ Coloque o tubo no suporte dentro do banho-maria.

¢ Deite a pipeta.

¢ O tubo de ensaio deve ser mantido manualmente na 4gua, com a dgua cobrindo 5 cm do fundo do tubo
(Figura 1).

* Alinclinagdo manual do tubo deve comegar 7 segundos apés o inicio do cronémetro.

* O tubo deve ser inclinado em um angulo de aproximadamente 90°, retirando-o da dgua por 2 segundos
e colocando-o novamente na dgua por 1 segundo (Figura 1). Observe que inclinar o tubo em 90° ou mais
geralmente causard o derramamento da mistura de reagdo do tubo.

¢ O tubo ndo deve ficar parado durante esse ciclo, mas sim inclinado continuamente com a mao do operador
apoiada na lateral do banho-maria.

e Esse ciclo é repetido até a formagdo do coagulo.

* Na posigdo horizontal, o tubo é mantido a uma altura ndo superior a 10 cm e néo inferior a 2 cm acima do
nivel da dgua (Figura 1).

* Antes da mistura coagular, o operador observa a mistura fluindo do fundo para trés quartos do comprimento
do tubo na posi¢do quase horizontal e retornando ao fundo.

e Quando a coagulagdo comega, a velocidade do fluxo é reduzida.

* Quando o fluxo é interrompido, o operador para o cronémetro e registra o tempo de coagulagdo em
segundos com precisdo de uma casa decimal.

O operador que executa a técnica de inclinagdo manual do tubo levanta o tubo de ensaio regularmente para fora
da dgua. Retirar o tubo de ensaio da d4gua resultard em uma queda de temperatura da mistura de reagdo. Imergir
o tubo novamente na dgua resultard em um aumento de temperatura. A queda média de temperatura observada
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na técnica de inclinagdo manual do tubo, utilizando o método descrito acima, é limitada a 0,4°C (van den Bessellar
et al, 2020).

Painel 1A Painel 1B

Figura 1. Representagdo esquematica da técnica de inclinagdo manual do tubo. Painel 1A: o tubo de ensaio esta
na posigdo vertical dentro do banho-maria. Painel 1B: o tubo de ensaio estd na posi¢éo horizontal fora do banho-
maria. A mao do operador esté apoiada na borda do banho-maria. Devido a variagdo no tamanho das maos dos
operadores, a distancia do tubo na posi¢do horizontal até a superficie da agua varia entre 2 e 10 cm. As dimensdes
da imagem néo estdo em escala. (Reproduzido com permissdo da Elsevier Publishing, Amsterda, Holanda, de: Van
den Besselaar et al. J Thromb Haemost. 2020; 18: 1986-1994).

O método harmonizado acima foi desenvolvido em dois workshops, avaliando testes de TP por até sete
operadores de trés centros, que identificaram diversas varidveis na técnica (van den Besselaar et al, 2020). Em
particular, os workshops confirmaram que a dispensagdo do componente final da mistura de reagéo para iniciar
a coagulagdo no alto da parte de cima do tubo de ensaio estava associada a tempos de coagulagdo mais longos
do que a dispensacdo préxima a superficie da mistura de reagao na parte de baixo do tubo. Utilizando o método
harmonizado descrito, o CV de Ts entre operadores nos mesmos plasmas de teste foi de 3% para TP normal e
1,4% para TP prolongado.

TTPA pela Técnica de Inclinacdo Manual do Tubo:

e Adicione 100 pL de reagente de TTPA ao tubo e incube por 2 minutos.

e Em seguida, pipete 100 pL de plasma ndo pré-aquecido, dispensando a uma altura de 1 cm acima do nivel
do reagente de TTPA, com a ponteira apoiada na parede do tubo de ensaio, e acione imediatamente um
crondmetro com a outra mao.

* Agite o tubo suavemente para misturar o contetido, com o tubo imerso na agua.

¢ Coloque o tubo no suporte dentro do banho-maria.

* Apds o tempo de ativagdo recomendado pelo fabricante do reagente de TTPA (geralmente 3 minutos,
mas pode ser 5 minutos para outros), adicione 100 pL de cloreto de célcio pré-aquecido a 37°C em um
tubo separado no banho-maria, dispensando a uma altura de 1 cm acima do nivel da mistura de reagéo,
com a ponteira apoiada na parede do tubo de ensaio, e acione imediatamente um novo cronémetro com
a outra mao.

* Agite o tubo suavemente para misturar o contetido, com o tubo imerso na agua.

¢ Coloque o tubo no suporte dentro do banho-maria.

¢ Deite a pipeta.

¢ O tubo de ensaio deve ser mantido manualmente na dgua, com a dgua cobrindo 5 cm do fundo do tubo

(Figura 1).

A inclinagdo manual do tubo deve comecar 15 segundos apds o inicio do cronémetro.
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e O tubo deve ser inclinado em um angulo de aproximadamente 90°, retirando-o da dgua por 2 segundos e
colocando-o novamente na dgua por 1 segundo (Figura 1). Observe que inclinar em 90° ou mais geralmente
causara o derramamento da mistura de reagdo do tubo.

¢ O tubo nao deve ficar parado durante esse ciclo, mas sim inclinado continuamente com a mao do operador
apoiada na lateral do banho-maria.

¢ Esse ciclo é repetido até a formagéo do coagulo.

* Na posigdo horizontal, o tubo é mantido a uma altura ndo superior a 10 cm e néo inferior a 2 cm acima do
nivel da agua (Figura 1).

* Antes da mistura coagular, o operador observa a mistura fluindo do fundo para trés quartos do comprimento
do tubo na posigado quase horizontal e retornando ao fundo.

¢ Quando a coagulagdo comecga, a velocidade do fluxo ¢ reduzida.

¢ Quando o fluxo é interrompido, o operador para o cronébmetro e registra o tempo de coagulagdo em
segundos com precisdo de uma casa decimal.

Tempo de Trombina e Fibrinogénio pela Técnica de Inclinagdo Manual do Tubo: os métodos de inclinagdo manual
do tubo devem usar as propor¢ées de reagentes e plasma ou diluigdes de plasma recomendadas pelo fabricante do
reagente e seguir os principios dos métodos descritos para TP/TTPA acima.

Amostras com lipemia: muitos coaguldmetros em uso atualmente, que utilizam pontos finais foto-dpticos para
analise, sdo muito tolerantes a altos niveis de lipidios nas amostras. No entanto, as amostras podem ocasionalmente
apresentar um nivel tdo alto de lipidios que o analisador ndo consegue detectar a formagdo de coagulo. Essas
amostras podem ser analisadas manualmente e geralmente produzem um coagulo sélido que pode ser observado
visualmente para TP, TTPA e tempo de trombina. Pode ser dificil observar a formagdo de codgulo durante a anélise
de fibrinogénio de Clauss dessas amostras. Se esse for o caso, outra opgdo é submeter as amostras a centrifugagéo
a 10.000 g por 10 minutos em temperatura ambiente, se disponivel (orientagdo do ICSH; Kitchen et al, 2021). Apds
essa ultracentrifugacéo, o lipidio é sedimentado e a amostra pode ser analisada em um coagulémetro automatizado,
se disponivel, ou pela técnica de inclinagdo manual do tubo para TP, TTPA, tempo de trombina ou fibrinogénio.

Amostras com anormalidades de fibrinogénio: a formagdo de codgulo pode ser alterada na presenga de algumas
anormalidades de fibrinogénio. Por exemplo, o fibrinogénio Longmont esta associado a um coagulo fraco e translicido
durante o ensaio de fibrinogénio de Clauss. Sistemas foto-6pticos que monitoram a luz espalhada a medida que o coagulo
se forma (ao contrario do monitoramento de luz transmitida) podem nédo conseguir detectar o ponto final. Essas amostras
podem ser analisadas pelo método de inclinagéo do tubo, mas o operador tem que saber que a formagéo do coagulo
pode ser dificil de discernir visualmente. Para algumas amostras de disfibrinogenemia em que a anélise automatizada ndo
funciona, a técnica manual deve ser realizada com um escrutinio muito cuidadoso do processo de coagulagéo, visto que
os coagulos podem ser frageis e facilmente rompidos por mistura/inclinagdo adicional ap6s a formagéo do coagulo inicial.

Controle de qualidade: o material de controle de qualidade descrito em outra parte deste manual para TP, TTPA,
tempo de trombina e fibrinogénio é adequado para uso com métodos de teste manuais. E aceitavel testar um Gnico
nivel de CQl, sendo a técnica manual reservada para amostras ocasionais que ndo passam na anélise automatizada.
Dois niveis devem estar disponiveis e ser testados de acordo com os critérios descritos neste manual, sendo o teste
manual o principal procedimento analitico no laboratério.

A variagao dos resultados de CQl obtidos por um pequeno grupo de operadores experientes na técnica de inclinagéo
manual do tubo deve ser tipicamente a seguinte:

Média de +/- 1 segundo para CQ com TP médio na faixa de 10 a 12 segundos,
Média de +/- 2,5 segundos para CQ com TTPA médio na faixa de 25 a 30 segundos,
Média de +/- 2,5 segundos para CQ com tempo de trombina médio na faixa de 12 a 20 segundos,

Média de +/- 0,5 g/L para CQ com fibrinogénio médio de 2,5a 3 g/L
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Faixas normais: os resultados de testes manuais geralmente sdo diferentes daqueles gerados por coagulémetros.
Normalmente, os tempos de coagulagdo para TP e TTPA sdo menores em analisadores que usam foto-dptica para
monitorar a coagulagdo em comparagdo com os resultados obtidos manualmente. O grau de diferenca nao é consistente
entre os diferentes analisadores que podem usar luz transmitida ou espalhada. Os analisadores monitoram alteragdes na
dispersao/transmissao de luz ao longo do tempo apds o inicio da coagulagdo e registram o tempo de coagulagdo como
o tempo necessério para ultrapassar um limiar especifico de alteragdo. Pode ser um limiar baixo de 3% de alteragéo em
relacdo ao valor basal ou um limiar alto de 50% de alteragdo. Quanto menor a % de alteracdo usada na anélise da curva
de coagulagdo, menor o tempo de coagulagdo relatado. Isso significa que os resultados dos testes manuais ndo devem
ser relatados junto com a faixa de referéncia estabelecida para uma técnica automatizada, mesmo quando os mesmos
reagentes forem usados. Existem duas opgbes para resolver esse problema. Uma é estabelecer uma faixa de referéncia
para a técnica manual usando o processo descrito em outra parte deste manual. Isso deve ser feito se todos os testes
no laboratério forem realizados com técnicas manuais. Mais frequentemente, o teste manual é restrito a um pequeno
subgrupo de amostras em que a anélise automatizada néo funcionou. Nesse caso, a maioria dos resultados liberados pelo
laboratério sera divulgada com a faixa de referéncia automatizada relevante. E prejudicial para os usuérios do servico ver
resultados ocasionais de TP ou TTPA divulgados com uma faixa de referéncia diferente. Nesse caso, o laboratério pode
adotar uma abordagem pragmatica e usar uma tabela de conversdo conforme descrito abaixo, de modo que o teste
é realizado por técnica manual, mas o resultado do teste é convertido no resultado que teria sido obtido se a amostra
tivesse sido analisada pelo método automatizado.

Conversao de Resultados Manuais de TP, TTPA e Tempo de Trombina em Numeros Equivalentes Automatizados:
uma série de 20 a 30 amostras, abrangendo uma faixa de resultados normais e anormais, deve ser testada usando
métodos manuais e automatizados. Os dados devem ser analisados por meio de andlise de regresséo para estabelecer
a relagdo entre os resultados obtidos pelos dois métodos. Deve haver uma correlagdo significativa entre os resultados,
com coeficiente de correlagdo >0,8. Nesse caso, a relagdo de regressdo pode ser usada para criar uma tabela que mostre
o resultado manual e o resultado equivalente que teria sido obtido no sistema automatizado. Quando um teste manual
é realizado, o resultado manual é convertido no resultado automatizado, que é entdo relatado junto com a faixa de
referéncia habitual do método automatizado. Isso significa que os usudrios do servico verdo apenas uma Unica faixa
de referéncia para TP, TTPA ou tempo de trombina. Isso é importante, pois essas faixas de referéncia provavelmente
serdo incorporadas aos protocolos clinicos utilizados no manejo de pacientes. A Tabela 5 mostra os resultados manuais e
automatizados obtidos testando as mesmas 21 amostras com os dois métodos.

Tabela 5. TTPAs manuais e automatizados nas mesmas amostras

Ndmero da TTPA manual TTPA Numero da TTPA manual TTPA
amostra (seg) automatizado (seg) | amostra (seg) automatizado (seg)
1 31,7 27,0 12 31,7 30,1
2 51.1 46,9 13 31,9 28,9
3 27,2 26,5 14 36,2 33,2
4 42,2 39,4 15 33,1 28,5
5 34,5 30,4 16 40,0 36,4
6 44,2 43,2 17 37.1 30,7
7 33,0 30,5 18 29,2 25,6
8 31,9 30,0 19 35,2 28,1
9 22,2 19,6 20 37.1 34,7
10 34,0 27,8 21 36,5 31,4
11 32,5 31,3

A relagdo de regresséo linear entre os dois conjuntos de dados é calculada usando um pacote estatistico. Nesse
exemplo, o coeficiente de correlagéo (r) é 0,96 e a relagdo de regressdo é calculada como:

y = 0,9551x — 1,887
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onde

y é o TTPA automatizado

x & o TTPA manual

0,9551 é a inclinagdo da reta de regresséo linear
- 1,887 é o intercepto em y.

Essa equagdo é usada para obter o TTPA automatizado a partir do TTPA determinado manualmente de qualquer

amostra de teste. E conveniente elaborar uma tabela relacionando o TTPA manual ao resultado equivalente
automatizado. A Tabela 6 foi derivada com o uso da equagéo de regressao acima.

Tabela 6. Tabela de conversdo: TTPA manual para TTPA equivalente automatizado

TTPA manual TTPA TTPA manual TTPA automatizado| TTPA manual TTPA automatizado|
(seg) automatizado (seg) (seg) (seg) (seg) (seg)
19 16,3 40 36,3 61 56,4
20 17,2 41 37,3 62 57,3
21 18,2 42 38,2 63 58,3
22 191 43 39,2 64 29,2
23 20,1 44 40,1 65 60,2
24 21,0 45 41,1 66 61,2
25 22,0 46 42,0 67 52,1
26 22,9 47 43,0 68 63,1
27 23,9 48 44,0 69 64,0
28 24,9 49 44,9 70 65,0
29 25,8 50 45,9 71 65,9
30 26,8 51 46,8 72 66,9
31 27,8 52 47,8 73 67,8
32 28,7 53 48,7 74 68,8
33 29,6 54 49,7 75 69,8
34 30,6 55 50,7 76 70,7
35 31,5 56 51,6 77 81,7
36 32,5 57 52,6 78 82,6
37 334 58 53,5 79 73,6
38 34,4 59 54,5 80 74,5
39 35,4 60 55,4

Ensaio manual de fibrinogénio de Clauss: os reagentes e métodos utilizados no ensaio manual de fibrinogénio de
Clauss sdao os mesmos da versdo automatizada (ou seja, mesma diluigdo de tampéao, trombina e amostra de teste).
O tempo de coagulagdo dos testes manuais é convertido em concentragdo de fibrinogénio usando uma curva de
calibragdo. A curva de calibragdo deve ser construida com o mesmo calibrador e as mesmas dilui¢des de calibrador
que seriam usados nos testes automatizados (consulte a se¢do sobre ensaio de Clauss em outra parte deste
manual), mas os tempos de coagulagdo de cada diluigdo de calibrador usada para construir a curva de calibragédo
sdo determinados manualmente. Os resultados sdo, portanto, convertidos em concentragdo de fibrinogénio e o
resultado é relatado no mesmo formato da versdo automatizada (g/L ou mg/dL), usando a mesma faixa de referéncia
do método de Clauss automatizado no mesmo centro.
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Il Avaliacao Inicial de Hemostasia

Anastasia Khasiani

TOPICOS ABORDADOS

V' Teste de Tempo de Sangramento v Tempo de Trombina na Presenca de Sulfato de

v Tempo de Protrombina (TP) Protamina para Detectar a Presenca de Heparina

v Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) 4 Tempo de Reptilase

v Testes de Mistura para Investigagdo Adicional de TP e v Fibrinogénio (Ensaio de Clauss Modificado)
TTPA Anormais v Remocéo de Heparina do Plasma

v

Tempo de Coagulagao da Trombina

Teste de Tempo de Sangramento: o teste de tempo de sangramento foi historicamente desenvolvido para avaliar pré-
operatoriamente a capacidade dos pacientes de manter um padrdo de sangramento normal durante procedimentos
cirdrgicos de grande porte ou em pacientes com suspeita de distirbio hemorragico causado por disfungéo plaquetaria.
Infelizmente, foi confirmado que o teste ¢ irreprodutivel e insensivel e, portanto, se necessario, deve ser utilizado em
combinagdo com histérico familiar e clinico abrangente, acompanhado de testes de triagem de coagulagéo, incluindo
contagem e morfologia plaquetaria. O PFA 100/200 substituiu amplamente o teste de tempo de sangramento na

avaliagdo da fungdo plaquetaria, apesar de suas inadequagdes observadas em pacientes trombocitopénicos (Rodgers
and Levin, 2023; Undas, 2023).

O tempo de sangramento é o tempo necessario para que um corte na pele padronizado, de profundidade e comprimento
fixos, pare de sangrar. Prolongamento do tempo de sangramento ocorre em pacientes com trombocitopenia, doenga
de von Willebrand (DVW) tipo 3 e tipo 2B, trombastenia de Glanzmann, sindrome de Bernard-Soulier, doenc¢a do pool
de armazenamento, outros distlrbios plaquetérios, sepse (Williams et al, 2024), doencas autoimunes, deficiéncia de
vitaminas, anemia grave, malignidades hematolégicas (por exemplo, distirbios mieloproliferativos que resultam em
deficiéncia de fator V) e reagdo a medicamentos (Vinholt et al, 2019). O fibrinogénio é necessério para interromper o
sangramento, e foi sugerido um papel do FV. O tempo de sangramento pode, portanto, ser prolongado em pacientes
com deficiéncia de fibrinogénio ou FV. Prolongamento do tempo de sangramento também ocorre em alguns pacientes
com doenga renal, disproteinemias e distdrbios vasculares (Russeau et al, 2023; Bourguignon et al, 2022).

Materiais e equipamentos:

v' Esfigmomanémetro

v' Swabs para assepsia

v Medidor de tempo de sangramento
v Papel filtro com 1 mm de espessura
v Cronémetro

Método:

v O manguito do esfigmomandmetro é colocado ao redor da parte superior do brago, posicionado na altura
do coragéo, e inflado a 40 mm de mercurio. Essa pressao é mantida durante todo o teste.

v" A superficie dorsal do antebrago é limpa e o medidor de tempo de sangramento é colocado firmemente
contra a pele, sem pressionar. O gatilho é pressionado e o cronémetro é acionado.

v Veias superficiais, cicatrizes e hematomas devem ser evitados.
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v" Em intervalos de 30 segundos, seque o fluxo de sangue com papel filtro. Aproxime o papel filtro das
incisdes, sem tocar a borda da ferida.
v Registre o tempo desde a pungdo até a interrupgdo do sangramento.

Infle o manguito do Faga a primeira Use papel filtro
esfigmomanémetro a inciso e acione para limpar
40 mmHg. o cronémetro suavemente
simultaneamente. o sangue sem
Faga 2 incisdes interromper a
consecutivas em formagao do
intervalos de 3 coagulo. Registre o
segundos para tempo de formagao
um total de 3 do coagulo
incises. imediatamente.
Use os medidores de tempo de sangramento Retire o manguito do esfigmomanémetro depois
Limpe a superficie dorsal do brago com recomendados para fazer as incisdes. As que todas as incisdes pararem de sangrar. Aplique
alcool isopropilico. incisées devem estar longe de vasos sanguineos um curativo adesivo para manter a area limpa.
visiveis, cicatrizes antigas ou Registre o tempo médio obtido pelas 3 incisdes.

Figura 2. Diagrama de fluxo demonstrando o teste de tempo de sangramento. (Adaptado do modelo de Sally Kim de
“Medigdo da pressdo arterial: método auscultatério” em biorender.com.)

Interpretacao: a faixa normal em adultos é de 2 a 7 minutos (até 8 minutos), mas pode variar de acordo com o método
utilizado.

Observacdes: a faixa normal deve ser estabelecida localmente, independentemente do dispositivo utilizado. A incisdo
deve ser feita paralelamente ao comprimento do brago. Cortes feitos na perpendicular sangram por mais tempo. Um
resultado anormal deve ser repetido. Nao é necessario registrar os pontos finais se o sangramento continuar por mais
de 20 minutos. O efeito de medicamentos que interferem na fungdo plaquetéria deve ser considerado. Por exemplo,
medicamentos que contém aspirina podem causar prolongamento. Portanto, sempre que possivel, eles ndo devem ser
tomados por sete dias antes do teste. Ha a possibilidade de cicatrizes e, as vezes, formagéo de hematoma no local das
incisdes do teste de tempo de sangramento. Isso deve ser comunicado aos pacientes antes da realizagdo da incisdo.
O tempo de sangramento em gestantes pode ser enganoso em razdo dos niveis fisiologicamente elevados de FVIII
e VWF. O manguito do esfigmomanémetro utilizado deve ser calibrado regularmente, de acordo com as diretrizes de
padrbes de qualidade em vigor. O método de Duke para tempo de sangramento apresenta maior taxa de inexatidao,
com risco aumentado de desenvolvimento de hematoma (Russeau et al, 2023). Como o teste de tempo de sangramento
é realizado a beira do leito, todos os procedimentos padrao relativos aos requisitos de qualidade de POCT devem ser
aplicados para promover a seguranca dos pacientes (ISO 15189:2022). Caso haja suspeita de DVW em um paciente e seu
laboratério tenha capacidade para isso, os seguintes testes/ensaios devem ser realizados, juntamente com a obtengédo de
histérico abrangente de sangramento: antigeno FVW, atividade do FVW, ensaio de FVIII, hemograma completo (incluindo
contagem e morfologia plaquetaria) e testes basicos de triagem de coagulagdo (TP, TTPA, TT, fibrinogénio). Esses testes/
ensaios permitiriam uma melhor compreenséao do possivel diagnéstico clinico na auséncia do tempo de sangramento ou
de um laboratério especializado em coagulagéo capaz de fazer o diagnéstico definitivo de DVW.

Tempo de Protrombina (TP): o TP avalia a integridade do sistema extrinseco. E muito Gtil na deteccdo de deficiéncias
de fatores de coagulagdo, que podem ser qualitativas ou quantitativas, das vias extrinseca e comum. Também ¢é util
para monitorar anticoagulantes antagonistas da vitamina K (VKA), como a varfarina, e detectar doengas hepaticas,
deficiéncia de vitamina K, deficiéncia de FX causada por amiloidose, coagulagéo intravascular disseminada (CIVD),
presenca de anticoagulantes orais diretos (DOACs) de forma dose-dependente ou anticorpos contra fatores da via
extrinseca. Essas condigdes podem prolongar os resultados do teste de TP (Dorgalaleh et al, 2021). O TP ¢ sensivel
a alteragdes nos fatores V, VIl e X, e menos ao Fll (protrombina). E inadequado para detectar pequenas alteracdes
no nivel de fibrinogénio, pois os resultados podem ser anormais se o nivel de fibrinogénio estiver muito baixo ou
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se um inibidor estiver presente. A sensibilidade do teste é influenciada pelos reagentes e pela técnica utilizados,
sendo importante estabelecer uma faixa de referéncia localmente. A via medida pelo TP é mostrada na Figura 3. O
reagente de TP, frequentemente denominado tromboplastina, contém fator tecidual e fosfolipidios. Muitos reagentes
adequados estdo disponiveis comercialmente.

Reagentes:

v Tromboplastina (pode conter cloreto de célcio)
v Cloreto de calcio 25 mM (necessario apenas se o reagente tromboplastina ndo contiver célcio)

Método: a técnica de inclinagdo manual do tubo ¢ descrita na Parte 4 deste manual. As recomendac¢des do fabricante
do reagente devem ser seguidas. Ao utilizar um novo reagente tromboplastina com nimero de lote diferente do
anterior, uma nova curva de calibracdo deve ser tragada.

Interpretagdo: os tempos de coagulagdo normalmente séo influenciados pelo uso de diferentes coagulémetros,
dependendo de como e quando o ponto final é detectado. Isso enfatiza ainda mais a importancia de estabelecer faixas
normais para o método atualmente em uso no laboratério e com base na populagéo local. Na presenca de deficiéncias
leves dos fatores I, V, VIl ou X, o grau de prolongamento pode ser minimo. No caso de deficiéncia de Fll, o TP pode
estar dentro da faixa normal. Alguns reagentes de TP podem ser afetados pela presenca de anticoagulantes lpicos/
anticorpos antifosfolipidios, e alguns tipos raros de anticorpos podem prolongar o TP sem nenhum prolongamento
do TTPA. Reagentes com concentragdes mais baixas de fosfolipidios tém maior probabilidade de serem afetados,
inclusive alguns reagentes construidos pela lipidagdo do fator tecidual recombinante. A presenca de FVIl ativado, seja
apos terapia com FVlla recombinante ou quando o FVII original foi ativado, pode encurtar o TP. O efeito depende do
reagente de fator tecidual utilizado. Reagentes que contém fator tecidual bovino séo particularmente suscetiveis a
esse efeito (Kitchen et al, 1992). O sangue total para determinagdo do TP pode permanecer estavel por pelo menos
24 horas, dependendo do reagente usado (Baglin and Luddington, 1997). Os TPs determinados com reagentes
contendo fator tecidual humano podem ser diferentes daqueles obtidos com reagentes contendo fator tecidual
de outras espécies, como de coelho. Nesses casos, o resultado obtido com reagentes de fator tecidual humano
pode ser mais indicativo de risco de sangramento. Para uma discussdo completa sobre questdes relacionadas a
determinacéo do TP, leia as diretrizes vigentes do CLSI sobre TP e TTPA de um estagio (2023).

Teste de Tempo de Protrombina
(via extrinseca)

Fator tecidual,
fosfolipidios, Ca**

Fator tecidual,
Carr

Ca**, fosfolipidios, Temperatura
FV ideal
37°C

Protrombina Trombina

Coagulo de

Fibrinogénio fibrina

Figura 3. Via medida pelo teste de TP
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Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA): esse é um ensaio baseado na formagdo de coagulo que
auxilia na identificacdo de deficiéncias de fatores de coagulagdo ou inibidores das vias intrinseca e comum.
Em conjunto com o tempo de protrombina normal, é o teste de triagem mais Util para detectar deficiéncias
dos fatores VI, IX, Xl e Xll. O TTPA também serd prolongado em qualquer deficiéncia que envolva as vias
comuns (deficiéncias dos fatores V, X e Il e fibrinogénio) e na presenga de inibidores. A presencga de alguns
inibidores terapéuticos da coagulagdo, como a heparina, também prolongaréd o TTPA. E importante excluir a
possibilidade de que esses tratamentos tenham sido utilizados na investigagéo inicial de TTPA prolongado. O
TTPA é prolongado na presencga de deficiéncia de PKK ou HMWK, a menos que o teste seja realizado com um
reagente que contenha acido eldgico como ativador (Turi, 1986). Nesse caso, o TTPA serd normal, mesmo na
auséncia completa desses fatores. E aconselhavel observar que cada laboratério deve determinar suas faixas
normais de TTPA com base na populagdo local, no tipo de reagente de TTPA e no coagulémetro em uso. O
reagente de TTPA contém fosfolipidios diluidos e ativadores de contato, como silica, acido eldgico e caulim.
Este é adicionado ao plasma citratado pobre em plaquetas a 37°C. Essa mistura é incubada a 37°C por um
periodo especifico para permitir a ativagdo dos fatores de contato. Em seguida, a adi¢do de cloreto de célcio
leva a formagdo do coagulo de fibrina. O tempo necessério para a formagdo do codgulo é registrado em
segundos. A via medida pelo TTPA é mostrada na Figura 4.

Reagentes:

v Reagente de TTPA
v Cloreto de célcio 25 mM

Método: a técnica de inclinacdo manual do tubo ¢ descrita na Parte 4 deste manual. As recomendag¢des do
fabricante do reagente devem ser seguidas.

Interpretacdo: a faixa normal deve sempre ser estabelecida localmente. TTPA longo com TP normal indica uma
possivel deficiéncia dos fatores VIII, IX, XI, XIl, HMWK, PKK ou a presenga de um inibidor. Em casos de TTPA
longo, uma mistura igual de plasma normal e de teste deve ser testada (ou seja, mistura de 1 parte de plasma
de teste para 1 parte de plasma normal, chamada de mistura 50:50, abaixo). Se o TTPA corrigir em mais de 50%
a diferenca entre os tempos de coagulagdo do plasma normal e de teste, deficiéncia de fator é indicada (os
detalhes s&o descritos no tépico especifico a seguir). Corregdo inadequada sugere um inibidor, possivelmente
de um dos fatores de coagulagéo no sistema ou do tipo ndo especifico, como o anticoagulante lupico.

Tabela 7. Exemplo de interpretagao de TTPA prolongado

Amostra Resultado
Controle de TTPA 35 segundos
Teste 60 segundos

Em caso de mistura 50:50 | 42 segundos (essa é uma boa corregdo, entdo provavelmente ha deficiéncia de fator)

Em caso de mistura 50:50 | 52 segundos (essa é uma correcdo inadequada, entdo provavelmente ha presenga de um inibidor)

Investigacao de TTPA prolongado isolado: para pacientes com TP normal e TTPA prolongado, a sequéncia normal
de investigacdo a ser seguida é:

v" Determinar o tempo de trombina. Se estiver normal, prosseguir com as etapas seguintes. Se o tempo de
trombina estiver prolongado, repetir o teste na presenca de sulfato de protamina. Se o tempo de trombina
for corrigido para o normal, isso sugere a presenca de heparina e os testes adicionais abaixo ndo séo
necessarios. Se ndo houver conhecimento de que o paciente esteja recebendo heparina de qualquer tipo,
deve-se solicitar uma amostra repetida.

v" Determinar o TTPA em misturas de plasma normal e de paciente usando uma mistura 1:1 (50%) de
normal:paciente. A falha da mistura de 50% em corrigir o TTPA para o normal pode indicar a presenga de
um inibidor (detalhes sdo descritos abaixo).
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v' Determinar o TTPA com um segundo reagente que contenha fosfolipidios em alta concentragédo, como o
Actin FS (Dade Behring). Se o TTPA inicial estiver claramente prolongado (pelo menos trés segundos acima
do limite superior do normal em uso) e o Actin FS estiver normal, a causa provavel é o anticoagulante
lipico. Isso pode ser confirmado posteriormente por testes especificos, como o tempo de veneno de
vibora de Russell diluido, embora normalmente ndo seja necessario na auséncia de qualquer necessidade
de investigar a possibilidade de o anticoagulante lUpico ser um fator de risco para trombose. Muito
raramente, deficiéncia de PKK é a outra causa possivel de TTPA normal com Actin FS e prolongamento
acentuado do TTPA com um reagente que utiliza silica ou caulim como ativador. Como na maioria dos casos
de anticoagulante ltpico, isso nao esta associado a nenhum risco de sangramento. Portanto, novamente,
a confirmagdo pode ndo ser necesséria. Quando o TTPA inicial estiver claramente prolongado (trés ou
mais segundos) e o TTPA com Actin FS estiver normal, ndo ha necessidade de realizar ensaios de fatores.

v' Se ambos os TTPAs estiverem prolongados, realizar os ensaios de FVIII:C, FIX e FXI. Um ensaio de FXIl pode
ser realizado, se necessario, visto que a deficiéncia é relativamente comum e sua detecgdo pode explicar o
prolongamento do TTPA. Isso ndo é necessario para excluir a presenca de um distirbio hemorragico, uma
vez que a deficiéncia de FXII ndo esté associada a risco aumentado de sangramento.

v' Reagentes como Actin FS, que utilizam &cido eldgico como ativador de contato, estdo associados a
resultados normais na presenca de deficiéncia até mesmo grave de PKK.

Observacées: muitos reagentes adequados estdo disponiveis comercialmente. Estes incluem materiais com diferentes
sensibilidades. Quanto ao TP, os tempos de coagulagdo podem ser influenciados pelo uso de coagulémetro.
Historicamente, pesquisas comprovam que ha muita variabilidade nos testes de TTPA, conforme observado na
variacdo dos resultados de diferentes reagentes, variagdes dos resultados de diferentes coagulémetros e variagdo dos
resultados de testes de amostras semelhantes em diferentes laboratérios. Essas evidéncias indicam a necessidade
de aderir ao estabelecimento de faixas normais locais para coagulémetros e reagentes de TTPA especificos. Em
plasmas de teste, altos niveis de um fator de coagulagdo podem compensar niveis mais baixos de outros fatores.
Por exemplo, FVIII acentuadamente elevado durante uma reagéo de fase aguda pode ocasionar TTPA normal na
presenca de redugdes de FIX ou FXI, o que pode ser clinicamente importante. Se um paciente tiver histérico pessoal
ou familiar adequado sugestivo de distirbio hemorrégico, investigagdes adicionais, incluindo ensaios de fatores
especificos, podem ser justificadas na presenga de TTPA normal, particularmente se o resultado estiver na parte
superior da faixa de referéncia. A concentragdo de fosfolipidios varia muito entre os reagentes. Esse é um dos motivos
pelos quais os reagentes variam demais na sensibilidade a presenga de anticoagulantes lupicos. Se um reagente
sensivel ao ltpus for usado para o TTPA inicial, é util realizar um segundo teste de TTPA usando um reagente como
Actin FS (Dade Behring, Marburg, Alemanha), que possui uma concentragdo muito alta de fosfolipidios (Kitchen et
al, 1999). Se o prolongamento com o primeiro reagente for causado por anticoagulante lipico, o segundo TTPA é
quase sempre normal, visto que poucos anticoagulantes lUpicos prolongam o TTPA quando Actin FS é usado.

TTPA normal com Actin FS, combinado com TTPA inicial prolongado, normalmente exclui a presenga de deficiéncia
de FVIII, FIX ou FXI e, nesse caso, ndo hé necessidade de ensaios de fatores. Raramente, TTPA normal com qualquer
reagente pode ocorrer quando FIX ou FXI estiver levemente reduzido (30 a 50 U/dL) e FVIII estiver acentuadamente
elevado. O TTPA com Actin FS é frequentemente normal quando FXII esta reduzido na faixa de 20 a 50 U/dL e o
TTPA com ativacdo a base de caulim ou silica esté levemente elevado. Esse defeito ndo tem relevancia clinica. Alguns
anticoagulantes lUpicos potentes prolongam o TTPA com Actin FS. Anticorpos especificos contra FVIII, FIX ou FXI
prolongam o TTPA, independentemente do reagente. Para uma discussdo completa sobre questdes relacionadas a
determinacdo do TTPA, consulte CLSI (2023).
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Figura 4. Via medida pelo TTPA

Testes de Mistura para Investigacdo Adicional de TP e TTPA Anormais: testes de mistura sdo amplamente
realizados quando o TP ou TTPA basal estd prolongado e a causa do prolongamento precisa ser identificada
para que testes adicionais possam ser realizados a fim de chegar a um diagndstico. Muita variabilidade tem
sido identificada na forma como os testes de mistura sdo realizados e interpretados. O conhecimento sobre
deficiéncias de fatores e comportamento de inibidores em estudos de mistura é fundamental, além dos fatores
que podem influenciar o desempenho e a interpretagdo dos testes de mistura (Figura 5) (Favaloro, 2020; Adcock
et al, 2023). Plasma do paciente e PNP sdo misturados em partes iguais (ou seja, 50:50) e o teste previamente
prolongado ¢ realizado nessa mistura. Os controles apropriados (PNP misturado com plasma contendo inibidor
e PNP misturado com plasma contendo deficiéncia de fator) devem ser utilizados. Existem véarios métodos de
interpretagdo e cada laboratério deve estabelecer suas préprias faixas de corte. Cada laboratério também deve
estabelecer os intervalos de referéncia normais para TP e TTPA com base na populagdo local para orientar a
interpretagdo exata dos resultados (Adcock et al, 2023).

Procedimento:

v' Misture partes iguais de PNP e plasma do paciente (50:50) e prepare para o teste previamente prolongado
(TTPA sera aplicado nesse caso).

Se o resultado do TTPA obtido a partir da mistura de plasma de controle normal e do paciente for corrigido em
comparagdo com o resultado do TTPA prolongado original, testes de mistura adicionais podem ser realizados
para identificar o fator deficiente no paciente. Um segundo lote de testes de mistura pode ser realizado com o
uso de um tubo contendo uma mistura de plasma do paciente e plasma deficiente em FVIIl em partes iguais, e
um segundo tubo contendo uma mistura igual de plasma deficiente em FIX com plasma do paciente. O teste de
TTPA ¢é realizado em ambas as misturas. O resultado do TTPA que apresentar corregdo indica deficiéncia de FVIII
ou FIX (Tabela 8).

Essas duas misturas sdo realizadas somente se o histérico clinico do paciente for sugestivo de deficiéncia de
fatores da via intrinseca em laboratérios que ndo tém capacidade para realizar ensaios de fatores.

Interpretacdo dos testes de mistura: se o TTPA corrigir em mais de 50% a diferenca entre os tempos de coagulagéo
do plasma normal e de teste, deficiéncia de fator é indicada, como ja discutido. Corregdo inadequada sugere
um inibidor, possivelmente de um dos fatores de coagulagdo no sistema ou do tipo ndo especifico, como o
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anticoagulante lUpico. Também podemos usar o céalculo da porcentagem (%) de corregdo para interpretagdo do
teste de mistura, como mostrado abaixo.

(TTPA do paciente — TTPA da mistura)
X
(TTPA do paciente — TTPA do NPP)

(%) Correcao =

Corregao = % do valor esta acima/é igual ao ponto de corte estabelecido localmente

Sem corregdo = % do valor esta abaixo do ponto de corte estabelecido localmente

Coleta da
amostra
Histérico Preparacgao
clinico e de do pool
medicamentos de plasma
do paciente normal

Fatores que influenciarao
a confiabilidade e a
exatidéo dos estudos de
mistura e sua correta

interpretacao
Inibidores
especificos
Deficiéncias 5
e nao
de fatores .
especificos
Reagentes
de TTPA e
TP em uso

Figura 5. Diagrama desenvolvido em biorender.com usando informacdes obtidas de Adcock et al.

Conforme destacado em Adcock et al (2023), existem varios fatores que influenciam a exatiddo dos testes de mistura.
Um fator importante é conhecer o histérico clinico e de medicamentos do paciente. Outros fatores importantes
incluem se a coleta da amostra foi realizada de acordo com os padrées aceitos, se o paciente tem histérico prévio de
deficiéncia de fator, o tipo de reagentes usados e sua sensibilidade (especialmente a deficiéncias leves de fatores e
inibidores), o estabelecimento de intervalos de referéncia normais para testes de triagem usando amostras normais
da populagéo local, a preparagao do pool de plasma normal e os niveis de concentragdo de fatores de coagulagdo
(pelo menos 80%) e se os inibidores especificos ou ndo especificos sdo de natureza enddgena ou exégena. A melhor
compreensdo desses fatores aumentara a capacidade dos laboratérios de interpretar corretamente os resultados
dos testes de mistura.

Plasma deficiente em FVIII/FIX para estudo de mistura: plasma de pacientes com deficiéncia grave isolada (<1 Ul/dL)
de FVIIl ou FIX é muito Gtil para estudos de mistura. O plasma selecionado para esse propoésito deve ter TP normal,
confirmando que os outros fatores de coagulagédo sintetizados no figado provavelmente estdo em niveis normais.
Esses plasmas podem ser liofilizados para armazenamento de longo prazo ou armazenados como plasma a -35°C (ou
menos) por pelo menos trés meses. Utilizando misturas 50:50 de aditivo e plasma do paciente, uma anormalidade
pode ser caracterizada. Nas situagdes em que ha prolongamento isolado do TTPA, plasma deficiente em FVIII é
preferivel ao plasma envelhecido. Da mesma forma, plasma deficiente em FIX é preferivel ao plasma adsorvido.

E ético obter o consentimento livre e esclarecido do paciente antes de coletar uma amostra para uso em testes de
mistura. O status de inibidor negativo deve ser estabelecido antes da coleta de amostras para testes de mistura.
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Tabela 8. Padrao de resultados de testes de mistura na presencga de deficiéncias de fatores individuais

Defeito no plasma de teste | TTPA Deficiente em FVIII Deficiente em FIX Plasma normal
FVIIl anor sem corr corr corr

FIX anor corr sem corr corr

FXI/ZEXII anor corr corr corr

Inibidor anor sem corr sem corr sem corr
Defeito no plasma de teste | TP TTPA Plasma normal

Fll anor anor corr

FV anor anor corr

FVII anor norm corr

FX anor anor corr

anor = anormal; sem Ccorr = sem corregéo; corr = corregéo

Observacgdes: a amostra para coagulacdo deve conter contagem de plaquetas <10 x 10°/L para proporcionar
um teor minimo de fosfolipidios e permitir a detecg¢do de anticoagulantes ltpicos fracos (Toulon et al, 2016). Os
estudos de mistura devem ser realizados apenas no mesmo plasma que forneceu um resultado prolongado. Se,
por algum motivo, uma nova amostra for coletada do paciente, o teste basal anormal deve ser repetido antes da
realizacdo do teste de mistura. Validacdo e verificacdo de novos reagentes com novos nimeros de lote devem ser
sempre realizadas para garantir que a sensibilidade do reagente a inibidores e deficiéncias de fatores ainda esteja
na faixa aceitavel (Toulon et al, 2016). Todas as amostras para coagulagdo devem ser coletadas conforme descrito
na Parte 3 deste manual. Inibidores ndo especificos que afetam o TTPA (por exemplo, anticoagulante ltpico)
geralmente ndo mostram corregdo, embora plasmas contendo inibidores mais fracos ou de baixo titulo possam
ser parcialmente corrigidos por plasma normal.

Inibidores especificos contra o FVIII: inibidores especificos contra o FVIII podem estar associados a auséncia de
corregao imediata do TTPA apés a adigdo de plasma normal. Em outros casos, hd uma corregdo imediata por plasma
normal, sequida de prolongamento do TTPA na mistura ao longo do tempo. Uma mistura de plasma de teste e
normal deve ser testada apds uma hora a 37°C, juntamente com determinagdes do TTPA em plasmas normal e
de teste que foram incubados separadamente ao mesmo tempo. Inibidores especificos contra outros fatores de
coagulagdo sdo particularmente raros, mas podem ocorrer. Ndo é possivel generalizar seu comportamento em
experimentos de mistura, exceto que os inibidores de FIX sdo tipicamente de agdo rapida. A Figura 6 mostra como
o TTPA muda quando 20% e 50% de PNP s&o adicionados a amostras de individuos com hemofilia A adquirida
com anticorpos anti-FVIIl. O limite superior da faixa normal para este método de TTPA foi de 37 segundos. Esse
exemplo ilustra que, na presenga de anticorpos anti-FVIIl, pode haver corregao total em uma mistura 50:50 de
plasma de paciente e PNP em alguns casos. Se essas misturas forem incubadas a 37°C, hd um aumento progressivo
no TTPA, pois os anticorpos anti-FVIIl inibem o FVIII. O ensaio de Nijmegen Bethesda é o teste “padrdo ouro” na
quantificagdo de inibidores presentes em uma amostra de plasma apés triagem positiva. O ensaio cromogénico
de Bethesda ¢ o teste de escolha para avaliar inibidores em pacientes em uso de emicizumabe, pois os resultados
da triagem de inibidores com base no TTPA sdo sabidamente menores em pacientes em uso de emicizumabe
(Lowe et al, 2020). Inibidores de outros fatores de coagulagdo, como os inibidores de FXa, podem ser detectados
por meio de ensaio de atividade anti-FXa.
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Tabela 9. Estudos de mistura em hemofilia A adquirida

Titulo de Bethesda TTPA + 20% de plasma TTPA + 50% de plasma
(U/mL) TTPA (segundos) normal (segundos) normal (segundos)

1,0 210 137 77

1.1 83 52 38

2,0 82 43 34

6,6 107 51 37

8,4 150 55 39

21 145 62 48

23 123 127 55

120 69 50 38

Tempo de Coagulagdo da Trombina: o tempo de coagulagdo da trombina (também conhecido como tempo
de trombina) é util na identificacdo de anormalidades hereditérias de fibrinogénio, bem como anormalidades
quantitativas ou qualitativas adquiridas. Sabe-se que o tempo de trombina é muito sensivel & presenca de heparina
ou de medicamentos como inibidores diretos da trombina (DTls) (Bonar et al, 2017). O tempo de trombina reflete
a reagdo entre a trombina e o fibrinogénio. Ele é prolongado quando o nivel de fibrinogénio é muito baixo (menos
de 1,0 g/L); na presenga de heparina, substancias semelhantes a heparina, DTls ou outros inibidores (por exemplo,
produtos de degradagdo de fibrina/fibrinogénio [FDPs]); e quando o fibrinogénio é qualitativamente anormal
(disfibrinogenemia), incluindo defeitos congénitos e adquiridos secundarios a doenga hepatica (Mackie et al, 2024).

Trombina Fibrinogénio polimerizagao

cliva
Monémeros de fibrina

Fibrinopeptideos Ae B Protofibrilas de fibrina

Figura 6. Diagrama de fluxo representando a conversdo de fibrinogénio em fibrina na presenga de trombina.
Desenvolvido com o uso de Biorender.

Reagentes:

v Solugdo de trombina, que induz a coagulagdo do plasma normal em cerca de 15 segundos.
v Solugbes mais fortes proporcionam tempos de coagulagdo mais curtos e podem ser normais na presenca
de defeitos leves.

Existem diversos reagentes de trombina disponiveis comercialmente. Alguns possuem dois niveis de diluigdo de reagente
de trombina com o tampé&o para triagem, e uma terceira concentragéo de reagente de trombina para amostras com alto
teor de heparina, sugestivo de paciente em uso de heparina terapéutica. Como de costume, recomenda-se seguir as
instrugdes do fabricante, e faixas de referéncia normais locais devem ser estabelecidas pelo laboratério.

Método: o método de inclinacdo manual do tubo é descrito na Parte 4 deste manual. As recomendacdes do fabricante
do reagente devem ser seguidas.

Observacoes: a concentragdo de trombina utilizada deve ser aquela que proporcione um tempo de coagulagdo de
aproximadamente 15 segundos com PNP (controle). Se for utilizada trombina concentrada, ela deve ser diluida para
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cerca de 10 a 15 U/mL em solugdo salina e posteriormente diluida conforme necessério, até que o tempo de controle
apropriado seja obtido. Para todos os reagentes de trombina adquiridos comercialmente, as instrugdes do fabricante
sobre reconstitui¢do, uso e armazenamento devem ser seguidas. A trombina reconstituida pode ser armazenada a -35°C
ou menos e diluida antes do uso. A trombina diluida mantida em temperatura ambiente se deteriorara. Controle de PNP
deve ser incluido em cada grupo de testes. Amostras de plasma para tempo de trombina devem ser testadas em até 4
horas apds a coleta e em até 2 horas se houver suspeita da presenca de heparina. Altos niveis de heparina na amostra
de um paciente sendo testada para tempo de trombina causardo auséncia da formagdo de coagulo. Isso também é
possivel com alguns DTls, como a dabigatrana. Use o teste de tempo de reptilase para confirmar a presenga de DTls
ou contaminagdo/presencga de heparina na amostra do paciente. Houve variagéo nos resultados dos métodos de tempo
de trombina com base no tipo de reagente e no instrumento de coagulagdo utilizado; portanto, recomenda-se que o
resultado de cada paciente seja relatado junto com a faixa de referéncia especifica para aquele reagente e instrumento.

Tempo de Trombina na Presenca de Sulfato de Protamina para Detectar a Presenca de Heparina: a presenca de
HNF pode causar prolongamento do tempo de trombina. As formas maiores de heparina, que prolongam o tempo de
trombina, podem ser neutralizadas pela adigdo de sulfato de protamina. Sulfato de protamina esté disponivel em muitas
farmacias hospitalares, onde é usado como agente terapéutico para reverter o efeito da heparina. A concentragdo do
medicamento em preparagdes terapéuticas € normalmente muito maior do que a utilizada para fins de testes laboratoriais.
Portanto, se necessario, o medicamento deve ser diluido em solugdo salina até uma concentragdo de 40 mg% como
solugdo de trabalho. A solugdo de trabalho de trombina com sulfato de protamina é preparada misturando nove partes
de reagente de trombina com uma parte de 40 mg% de sulfato de protamina. Esta é entdo usada no lugar da solugéo de
trombina. O controle normal deve ser analisado. Se o tempo de trombina for prolongado, mas corrigido para dentro de
dois segundos do resultado do controle, a presenga de heparina é confirmada.

Reagentes (Hogwood et al. 2017):

v' Tampéo barbitona pH 7,4 (Fritsma, 2019)

v Estoque de sulfato de protamina — use 5 mL de sulfato de protamina 10 mg/mL para fazer uma diluigdo
de 1/20 usando tampao barbitona. Diluigdes seriadas de varias concentragdes de sulfato de protamina
podem ser preparadas a partir desta solugdo. Elas permanecem estéveis quando armazenadas a 4°C.

v" PPP do paciente

v" Trombina

Método:

v Dilua em série o sulfato de protamina em tampéo barbitona.
v' Prepare a trombina diluida utilizando tampé&o barbitona. A adigdo de 100 pL de trombina diluida a 200 pL
de plasma do paciente em tampéo a 37°C deve permitir a formagédo de codgulo em 10 segundos.

Interpretacao: se o coagulo se formar em até 10 segundos, HNF néo esta presente no plasma do paciente. Se o tempo
for prolongado, HNF esté presente no plasma do paciente. O plasma do paciente é misturado com sulfato de protamina
diluido e o teste é repetido. O objetivo é medir o tempo de trombina em diferentes diluigdes de plasma do paciente e
sulfato de protamina que permitem a formagéo de coagulo dentro da faixa normal.

Tempo de Reptilase: reptilase é um veneno de cobra obtido de Bothrops atrox. E uma enzima semelhante & trombina,
denominada batroxobina, que atua clivando o fibrinogénio para formar fibrinopeptideo A, levando a formagégo de um
mondmero de fibrina e a formagdo de coagulo por polimerizagdo. N&o ¢ inibida por antitrombina, de modo que nao é
afetada pela presenca de heparina ou DTls. Portanto, pode ser usada para avaliar a taxa de conversao de fibrinogénio em
fibrina na presenca de heparina e DTls (Mackie et al, 2024). E util verificar se o tempo de trombina prolongado ¢ causado
pela presenca de heparina ou DTls na amostra. Se o tempo de trombina estiver prolongado e a reptilase estiver normal,
a causa mais provavel é a presenca de heparina ou de um DTI. Na presenca de disfibrinigonemia, o tempo de reptilase
pode ser mais sensivel (ou seja, mais prolongado) do que o tempo de trombina. A reptilase adicionada ao plasma do
paciente (PPP) fornece batroxobina, que cliva o fibrinogénio, liberando fibrinopeptideo A para formar um monémero de
fibrina com formagédo de codgulo apds a polimerizagdo (Karapetian, 2013).
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Reagentes: reptilase (Sigma Aldrich, cédigo V5375) dissolvida na concentragdo de 25 mg em 15 mL de tampéo
de Owren. Esse veneno bruto é perigoso e deve-se tomar cuidado para evitar a inalagdo do pd. O operador deve
usar luvas e mascara ao manusear o veneno bruto. A solugdo estoque deve ser armazenada congelada a -70°C
em aliquotas de 0,5 mL. Permanece estavel por pelo menos dois anos nessas condi¢des. Para preparar o reagente
pronto para uso, descongele e dilua o reagente estoque a 1/10 em tampao de Owren, divida em aliquotas e congele
novamente a -70°C para uso posterior. Esse reagente pronto para uso permanece estavel nessas condi¢des por pelo
menos trés meses. Aliquotas congeladas prontas para uso devem ser descongeladas em banho-maria a 37°C por
no minimo trés minutos. Depois disso, essas aliquotas permanecem estaveis para uso por pelo menos 12 horas em
temperatura ambiente de 20 a 25°C. Existem diversas preparagdes de batroxobina disponiveis comercialmente.

Método:

v Realize todos os testes em duplicata.

v" Coloque tubos de coagulagdo de vidro de 75 x 10 mm suficientes em banho-maria a 37°C (dois por
paciente, mais dois para o controle).

v Pipete 0,3 mL de plasma (de controle ou paciente) em tubos de coagulagdo para aquecimento.

v' Aquega por um a dois minutos.

v" Adicione 0,1 mL de diluigdo de reptilase e acione o cronémetro.

v Incline trés vezes para misturar e, em seguida, trés vezes a cada cinco segundos até a formagdo do coagulo.

v" Registre o tempo de coagulagéo.

v O tempo de controle deve ser de 15 a 18 segundos. (Se for menor, ajuste diluindo mais o reagente de
reptilase com tamp&o de Owren.)

v" Se nao ocorrer coagulagéo, relate como >90 segundos.

Faixa normal: o tempo do paciente deve estar dentro de trés segundos do tempo de controle. O tempo de controle
deve ser relatado juntamente com o tempo do paciente.

Interpretacao: a interpretagdo do tempo de trombina prolongado e do tempo de reptilase é apresentada na Tabela 10.

Tabela 10. Interpretagdo do tempo de trombina prolongado

Tempo de trombina Tempo de reptilase Causa Observagées
Prolongado Igualmente prolongado Hipo ou afibrinogenemia Medir fibrinogénio
Prolongado Fortemente prolongado Disfibrinogenemia Congénita ou adquirida
Prolongado Normal Heparina
Prolongado Discretamente prolongado Heparina com alguma hipo Caso raro de
ou disfibrinogenemia disfibrinogenemia pode
gerar este padrao
Prolongado Igualmente prolongado Coagulagéo intravascular Medir dimeros D
disseminada (CIVD)
Prolongado Normal Inibidores diretos da
trombina

Observacao: reagentes de reptilase estdo disponiveis em concentragdo pronta para uso de diversos fabricantes
comerciais. A vantagem disso é que nédo ha necessidade de manipular o veneno bruto, evitando assim problemas
de salde e seguranga. Caso use um desses, siga as instrugdes de uso do fabricante. Quando a reptilase for um
reagente caro, o método de neutralizagdo com protamina/tempo de trombina pode ser usado para confirmar a
presenga de heparina na amostra de teste.

Fibrinogénio (Ensaio de Clauss Modificado): diluicdes de plasma normal padrdo com teor conhecido de
fibrinogénio sdo preparadas em tampédo glioxalina. O tempo de coagulagdo é medido apds a adicdo de
trombina e um grafico é construido. O tempo de coagulagdo é proporcional a concentragdo de fibrinogénio, e
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a diluigdo de 1/10 representa o valor na preparagao padrdo. O plasma de teste é diluido 1/10 e o resultado é
lido na linha padrao.

Reagentes:

v" Plasma padrao ou de referéncia com concentragdo conhecida de fibrinogénio
v Trombina em alta concentragéo de 100 — 200 U/mL (a concentragdo pode variar de acordo com a fonte).
v Tampao imidazol (glioxalina) ou tamp&ao de Owren pH 7,35

Método: a técnica de inclinacdo manual do tubo é descrita na Parte 4 deste manual. As recomendacdes do fabricante
do reagente devem ser seguidas.

Esse teste ndo é afetado pela heparina nos niveis utilizados para o tratamento de tromboembolismo venoso. Sup&e-
se que o uso de uma concentragdo mais alta de trombina anule o efeito de altas concentragées de HNF sobre a
trombina, como as aplicadas na circulagéo extracorpérea, permitindo a formagéo de coagulo. No entanto, deve-se
ter cautela ao interpretar os resultados desses pacientes, uma vez que podem ser observados tempos de coagulagao
prolongados, levando a subestimagdo do fibrinogénio, a menos que o reagente contenha neutralizadores de
heparina para anular isso. O efeito dos DTls dependera altamente da concentra¢édo do DTl no plasma do paciente
e do tipo de reagente utilizado. Os DTls na faixa terapéutica ndo afetam a trombina em alta concentragdo usada no
ensaio de fibrinogénio de Clauss (Mackie et al, 2024).

Dados de calibracao tipicos:
(Observagdo: uma curva de calibracdo deve ser estabelecida com os reagentes em uso local.)
Plasma padréo: 2,1 g/L de fibrinogénio

Tabela 11. Exemplo de calibragéo de fibrinogénio

Dilui¢do do Concentragdo de Tempo de coagulagéao
padrdo fibrinogénio (g/L) (segundos)
1/5 4,2 8,5
1/10 2,1 14
1/15 14 19,5
1/20 1,05 24,5
Exemplos:

Plasma de teste 1: diluido 1:10, tempo de coagulagdo de 15 segundos.
fibrinogénio = 1,9 g/L (do gréfico de calibragao)

Plasma de teste 2: diluido 1:5, tempo de coagulagdo de 16 segundos.
fibrinogénio = 1,8 g/L do grafico de calibragcdo x 5/10 (desde a diluicdo de 1/5 em vez de 1/10)
=099g/L

Observacoes sobre o ensaio de fibrinogénio de Clauss: o nivel de fibrinogénio pode ser subestimado na presenga
de altas concentragdes de produtos de degradacédo de fibrina/fibrinogénio; portanto, recomenda-se interpretagdo
cuidadosa dos resultados quando houver suspeita disso. A coleta de amostras de sangue para coagulagéo de
dispositivos venosos ou arteriais contaminados com heparina deve ser evitada para excluir a possibilidade de
interferéncia obscura da heparina nos resultados obtidos. Amostras de pacientes que recebem altas doses de HNF
devem ser evitadas ao quantificar os niveis de fibrinogénio para evitar a obtengédo de resultados falsamente baixos.
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Teste de Fibrinogénio Derivado de TP: diversos analisadores de coagulagédo podem estimar o nivel de fibrinogénio
durante a determinagdo do tempo de protrombina. Isso é possivel porque a alteragdo na dispersdo ou transmisséo da luz
causada pela formag&o do coagulo é proporcional a concentragao inicial de fibrinogénio. Esses métodos sdo comumente
chamados de fibrinogénio derivado de TP. A maioria dos métodos derivados de TP apresenta limitagdes. Em particular,
os resultados obtidos s&o frequentemente muito mais altos do que os obtidos pelo ensaio de Clauss quando ha niveis
muito baixos (<1,5 g/L) ou elevados (acima de 5 g/L) de fibrinogénio. Os resultados geralmente ficam acima do normal
na presenca de disfibrinogenemia (Mackie et al, 2024; Miesbach et al, 2010). Existem métodos de fibrinogénio de Clauss
adequados para andlise de plasma de teste nao diluido, mas os resultados podem néo ser intercambiaveis com os
resultados dos ensaios de Clauss amplamente utilizados que empregam plasma de teste diluido (Jennings et al, 2009).

Fatores que afetam o uso de fibrinogénio derivado de TP: para pacientes em terapia anticoagulante, é aconselhavel ndo
utilizar a estimativa de fibrinogénio derivado de TP para quantificar seus niveis de fibrinogénio. Certos anticoagulantes
orais afetam a geragdo de trombina, acabando por reduzir a produgdo de trombina e causando a formagao de fibrilas
espessas que sdo detectadas como turbidez na amostra pelos sensores Opticos e retransmitidas como aumento
de fibrinogénio (Chitolie et al, 1994). Houve casos de pacientes com hipodisfibrinogenemia que foram identificados
como tendo fibrinogénio derivado de TP normal, enquanto esses niveis eram, na verdade, baixos quando medidos
pelo método de Clauss (Chitolie et al, 1994). A turbidez do plasma de referéncia ocasiona estimativas mais altas dos
niveis de fibrinogénio. Além disso, o plasma lipémico e turvo de paciente pode levar a estimativas erréneas e elevadas
de fibrinogénio. Esses niveis inexatos de fibrinogénio podem ser observados em pacientes com doengas cronicas e
graves. Com base nas diretrizes internacionais vigentes sobre quantificagdo de fibrinogénio, recomenda-se o método
de fibrinogénio de Clauss e, em razdo das inexatiddes associadas ao fibrinogénio derivado de TP, ndo deve ser usado
para triagem de deficiéncias de fibrinogénio nem em pacientes sabidamente em terapia anticoagulante, e os resultados
devem ser interpretados com cautela.

Remocgdo de Heparina do Plasma: a heparinase 1 (componente ativo do Hepzyme®) é especifica para a heparina,
que cliva em multiplos sitios por molécula, produzindo oligossacarideos que perderam sua atividade antitrombética.
Hepzyme® é uma heparinase 1 bacteriana purificada, produzida por Flavobacterium heparinum. Consegue remover até
2 Ul de heparina por mL de plasma. Hepzyme® pode ser usado para neutralizar o efeito da heparina em uma amostra,
permitindo a avaliagdo do status de coagulagio subjacente. E particularmente utilizado em casos de contaminagio por
heparina (Forte e Abshire, 2000).

Reagentes:

v Hepzyme®, frasco contendo preparagdo seca de heparinase 1 com estabilizantes

v" Fabricante: Dade Behring

v" Armazenamento: 4°C

v’ Estabilidade: de acordo com a data de validade do fabricante. Cada frasco é usado apenas para teste de um paciente

Método:

v" Adicione 1,0 mL de plasma citratado pobre em plaquetas a um frasco de Hepzyme®.

v" Feche novamente e inverta suavemente de 5 a 10 vezes.

v Deixe em temperatura ambiente por 15 minutos.

v’ Transfira paraum copo de amostra de plastico de 2 mL e aguarde alguns instantes para que as bolhas desaparegam.
v" Coloque no CA1500 e realize o teste necessario.

O tempo de trombina deve ser incluido para verificar se toda a heparina foi removida com sucesso. Os testes devem ser
realizados o mais breve possivel (ou seja, dentro das diretrizes de teste para esse procedimento).

Interpretacao: essa enzima ndo remove nenhum fator de coagulagdo (ao contrario de algumas das técnicas alternativas
para remogéo de heparina), portanto, uma redugdo substancial dos tempos de coagulagédo no TTPA, tempo de trombina
ou TP apds o tratamento com hepzyme indica a presenga de heparina. As formas de HNF e de baixo peso molecular sdo
degradadas por essa enzima.
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71X Investigacao Laboratorial de Hemofilia

Annette Bowyer

TOPICOS ABORDADOS

v Ensaio dos Fatores Vil e IX: Métodos v Monitoramento Pés-Infusdo de FVIIl e FIX

V' de Um Estadgio e Cromogénico v Terapia Génica

v Realizagdo de Ensaios de Fatores em Analisadores v Aspectos Laboratoriais para Tratamento com Terapia
Cujo Software Utiliza Diluigdo Unica de Reequilibrio da Hemostasia

Anticorpos Biespecificos

Ensaio dos Fatores VIl e IX: Métodos de Um Estagio e Cromogénico: o diagndstico laboratorial de hemofilia A
ou B é feito pela medi¢do da atividade do fator (Srivastava et al, 2020). A metodologia mais comumente usada é o
ensaio de coagulagdo de um estadgio baseado no TTPA. O ensaio de um estagio para atividade do FVIII é descrito
nesta segdo. O ensaio se baseia na comparagdo da capacidade de diluigdes de plasmas padrdo e de teste para
corrigir o TTPA de plasma totalmente deficiente em FVIII, mas que contém todos os outros fatores necessarios para
a coagulagdo normal. Para os fatores IX, X| e XlI, o ensaio é essencialmente igual e ¢ realizado pela substituicdo do
plasma deficiente relevante por plasma deficiente em FVIIl e apds a selegdo do plasma de referéncia apropriado (Baker
et al, 2020). O ensaio de FVIIl ou FIX de um estagio ndo pode ser realizado na presenga de anticorpos biespecificos,
como emicizumabe (Jenkins et al, 2020).

Reagentes:

v Plasma de teste citratado pobre em plaquetas
v" Plasma padrao (de referéncia/calibrador)

O plasma padréo (de referéncia) utilizado deve ser um pool de plasma preparado localmente e mantido a -70°C ou
menos, ou plasma padrdo comercial. Em ambos os casos, esse plasma de referéncia deve ser calibrado para o ensaio
de coagulagdo de acordo com o padrdo internacional vigente para FVIII ou FIX no plasma. Néo é aceitavel presumir
que um pool de plasma normal tenha 100 Ul/dL.

v" Plasma de controle de qualidade interno (CLSI, 2016)
v Plasma deficiente em FVIII

Esse plasma esta disponivel comercialmente ou pode ser coletado de um doador com hemofilia nas seguintes condigdes:

v" Nivel menor que 1 Ul/dL

v" Sem histérico de anticorpos contra FVIII

v Néo recebeu tratamento por duas semanas, incluindo terapia de meia-vida estendida (EHL) ou terapia
com anticorpos biespecificos

v Testes de fungdo hepatica normais

Fungdo hepatica anormal pode levar a redugdo de outros fatores de coagulagdo, o que afeta a especificidade
do ensaio. Esse plasma pode ser armazenado em aliquotas a -20°C ou menos por aproximadamente 1 més
(Woodhams et al, 2001; Zhao et al, 2018). E preferivel utilizar plasma deficiente em FVIII/FIX produzido por
imunodeplecdo de FVIII ou FIX de plasma normal usando um anticorpo monoclonal. Esse tipo de material
estd disponivel comercialmente e tem a vantagem de maior seguranga viral em comparagdo com o plasma
proveniente de pacientes com hemofilia tratados com produtos derivados de plasma. Entretanto, nem todos os
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plasmas imunodepletados sdo <1 Ul/dL, e deve-se ter cuidado ao verificar isso antes do uso. Alguns especialistas
consideram que a presenga de concentragdes normais de FVW no plasma deficiente em FVIII/FIX pode ser uma
vantagem, e ha evidéncias que corroboram essa afirmagdo em relagdo aos ensaios realizados como parte das
determinagdes de inibidores (Verbruggen et al, 2001).

v Reagente de TTPA sensivel a deficiéncias de fatores (CLSI, 2016)
v" Solugdo salina tamponada de Owren (OBS ou tampao glioxalina; consulte a se¢do sobre reagentes)
v' CaCl, 25 mM (observe que o CaCl, da Werfen fornecido com SynthASil é 20 mM)

Método:

v" Faca dilui¢cdes de 1/10 de plasma padrdo, de CQ e teste em solugdo salina tamponada em tubos plasticos
(se for esperado que o plasma de teste tenha um nivel muito baixo de FVIII, comece com diluigdo de 1/5.)

v" Usando volumes de 0,2 mL, faga diluigdes duplas em OBS de plasma padrédo, de CQ e teste de 1/10 a
1/40 em tubos plasticos (misture bem cada dilui¢do antes de transferir para o préximo tubo). As diluigdes
de plasma devem ser testadas imediatamente apds a preparagdo. Se a temperatura ambiente exceder
25°C, pode ser necessario manter as diluigdes em gelo imido antes do teste.

v Pipete 0,1 mL de cada diluigdo padréo para um tubo de vidro de 75 x 10 mm.

v" Adicione 0,1 mL de plasma deficiente em FVIII e transfira para banho-maria a 37°C.

v" Adicione 0,1 mL de reagente de TTPA e incube por 5 minutos.

v" Aos 5 minutos, adicione 0,1 mL de CaCl, e registre o tempo de coagulagéo.

v Um “branco” também deve ser preparado utilizando 0,1 mL de OBS em vez de plasma de teste.

O tempo de coagulagdo do branco deve ser maior que o tempo de atividade de FVIII de 1% do padrao no gréafico
de calibragdo. Se o tempo for menor, isso indica que o plasma substrato ndo é totalmente deficiente em FVIl e,
portanto, ndo é um plasma substrato adequado.

Resultados: a representagdo gréfica dos resultados requer papel milimetrado com escala logaritmica dupla ou
logaritmica/linear. A diluicdo de 1/10 recebe arbitrariamente o valor de 100%, a diluicdo de 1/20, o valor de 50%, e
a diluicdo de 1/40, o valor de 25%. Se utilizada, a diluigdo de 1/5 tem o valor de 200%. Linhas retas, paralelas entre
si, devem ser obtidas. Leia a concentragdo da amostra de teste conforme mostrado na Figura 7. Nesse exemplo,
a concentragdo de FVIIl na amostra de teste é 7% daquela no padrao. Se o padréo tiver concentragdo de FVIII de
85 Ul/dL, a amostra de teste terd concentragdo de 85 Ul/dL x 7% = 6 Ul/dL. Se as linhas ndo forem paralelas, o
ensaio deve ser repetido. Linhas ndo paralelas podem ocorrer devido a erros técnicos. Se o erro técnico tiver sido
eliminado, pode ser devido a presenca de um inibidor, que pode agir especificamente contra o FVIII, ou pode ser
do tipo “lipico”, apresentando padrdo convergente. Linhas divergentes sdo tipicas de uma amostra ativada ou da
presenca de um DOAC (Baker et al, 2020).

Observagdes: se a concentragdo de FVIII (ou FIX) no plasma de teste for proxima de zero (ou seja, se os tempos de
coagulagdo de todas as diluigdes forem semelhantes aos do branco), podem ocorrer linhas n&o paralelas. A presenca de
anticoagulante lUpico pode interferir nos fosfolipidios dos reagentes de TTPA e produzir ensaios de fatores ndo paralelos
(Ruinemans-Koerts et al, 2001). A faixa normal deve ser estabelecida localmente, mas com frequéncia apresenta limite
inferior de 50 a 65 Ul/dL para FVIIl e FIX. O monitoramento exato de alguns produtos de EHL por ensaio de um estagio
pode ser afetado pelo reagente de TTPA utilizado (Gray et al, 2020). Consulte a Parte 6 sobre EHL. Ensaios de FVIII
ou FIX de um estagio ndo podem ser realizados na presenca de anticorpos biespecificos, como emicizumabe. Esses
medicamentos encurtam artificialmente o TTPA. O tempo de coagulagao curto em um ensaio de um estagio corresponde
a alta atividade do fator (Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). Consulte a Parte 6 sobre anticorpos
biespecificos. Discrepancia no FVIII entre ensaio de um estagio e cromogénico foi descrita na hemofilia A leve em algumas
areas geograficas e raramente na hemofilia B leve (Pouplard et al, 2009). Se possivel, um novo diagnéstico de hemofilia
leve deve incluir FVIII:C ou FIX:C também medidos por ensaio cromogénico (Bowyer et al., 2018). Ensaios de FVIIl de um
estagio podem ser usados para medir a terapia com FVIII recombinante suino (Bowyer et al., 2022). H4 uma mutagdo no
FIX, FIX Padua (p.R338L), que apresenta atividade de FIX oito vezes maior que a do antigeno (Simioni et al, 2009).
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Figura 7. Gréfico do ensaio de FVIII

As amostras de teste devem ser analisadas utilizando trés diluicdes diferentes da amostra, conforme descrito acima.
Essa é uma recomendag&o consistente em diretrizes nacionais e internacionais publicadas, incluindo as da WFH. Ela
melhora a exatidédo e a precisdo do ensaio em comparagdo com o uso de uma Unica diluigdo da amostra de teste.
As vezes, os ensaios de fatores sdo realizados em analisadores com software projetado para testar apenas uma Unica
diluigdo da amostra de teste. A segdo a seguir descreve um método que pode ser usado para incluir trés diluigdes
da amostra de teste nesses analisadores.

Realizagdo de Ensaios de Fatores em Analisadores Cujo Software Utiliza Dilui¢io Unica da Amostra de Teste:
a WFH recomenda que ensaios baseados em TTPA de um estagio para FVIIl e FIX sejam realizados utilizando trés
dilui¢des diferentes da amostra de teste. Isso € descrito no seguinte documento:

Diretrizes da WFH para Manejo da Hemofilia, 3% edigdo. Srivastava A, Santagostino E, Dougall A, Kitchen
S, Sutherland M, Pipe SW, Carcao M, Mahlangu J, Ragni MV, Windyga J, Llinds A, Goddard NJ, Mohan
R, Poonnoose PM, Feldman BM, Lewis SZ, van den Berg HM, Pierce GF; Capitulo 3: Diagndstico e
Monitoramento Laboratorial. Steve Kitchen, Francisco de Paula Careta, Silmara A de Lima Montalvao,
Emna Gouider, Radoslaw Kaczmarek, Claude T. Tagny, Pierre Toulon, Glenn F. Pierce, Alok Srivastava.
Haemofilia 2020; 26 (Supl 1): 35-48.

O documento completo estd disponivel para download gratuito no site da WFH por meio do seguinte link:

Guidelines for the Management of Hemophilia — Plataforma de elLearning (wfh.org)
O texto a seguir foi reproduzido da diretriz da WFH:

Recomendacgéo: Para a investigagdo laboratorial decorrente de uma suspeita clinica de hemofilia usando ensaios de
FVIII/FIX de um estégio, a WFH recomenda a anélise usando trés diluicbes diferentes das amostras de plasma de
referéncia e de teste.

OBSERVACAO: Os resultados das diluicées de plasma de teste e padrdo devem ser comparados por anélise em linha
paralela. Um modo para realizar essa avaliagédo consiste em calcular o coeficiente de variagdo (CV) dos trés resultados
usando a equagdo CV = ([desvio padrdo/média] x 100). Se o CV dos trés resultados for menor que 15%, entdo a
média dos trés resultados deve ser relatada. Se o CV for maior que 15%, os resultados devem ser examinados com
atengdo. A presenga de inibidores patolégicos contra fatores de coagulagdo especificos ou anticoagulantes lipicos
pode interferir em alguns ensaios de FVIlIl e FIX de um estégio. Alguns anticoagulantes terapéuticos também podem
exibir esse efeito de interferéncia. Em todos esses contextos, a atividade do fator aumenta no ensaio conforme o
plasma é progressivamente diluido. A atividade do fator é subestimada quando o plasma é menos diluido e um
resultado de atividade mais exato é obtido quando o plasma de teste é mais diluido.
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Os principios acima também devem ser aplicados a ensaios de um estagio para outros fatores de coagulagdo (ou
seja, Fll, FV, FVII, FX, FXI e FXIl). Alguns analisadores possuem software que permite mais de uma diluicdo da amostra

de teste.

dilui¢des,

Nesses analisadores, a amostra de teste é apresentada para andlise e o analisador constréi as diferentes
executa o ensaio e calcula a atividade do fator de coagulagéo a ser analisado. Outros analisadores possuem

software que permite apenas uma Unica diluigdo da amostra de teste. O procedimento abaixo pode ser usado nesses

analisadores para que as recomendagdes da WFH possam ser seguidas com maior exatidao e precisdo do ensaio.

Os exemplos fornecidos sdo para ensaios de FVIII, mas podem ser usados para ensaios de um estagio de outros fatores.

v

v

RN N N N SR

<

v
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As amostras de teste sdo colocadas no analisador ndo diluidas (ou seja, sem qualquer pré-diluicédo pelo
operador).

A amostra de teste é pré-diluida na proporgéo de 1:2 pelo operador com o mesmo tampao de ensaio
utilizado pelo analisador, que geralmente é o tamp&o de Owren, mas pode ser um tampao diferente.
Isso pode ser feito em tubos ou frascos de plastico que possam ser apresentados ao analisador para
anélise e que ndo causem ativagdo da amostra de teste.

A amostra de teste é pré-diluida na proporgdo de 1:4 com o mesmo tampao de ensaio utilizado pelo
analisador (vide pontos 2 e 3 acima).

Isso significa que o analisador recebe trés materiais diferentes derivados da mesma amostra de
teste.

O analisador é entdo solicitado a executar um ensaio de FVIIl em cada um desses trés materiais (ou seja,
amostra de teste néo diluida, amostra de teste pré-diluida 1:2 e amostra de teste pré-diluida 1:4).

Um resultado de FVIII é obtido na amostra de teste nao diluida.

Outro resultado é obtido na amostra de teste que foi pré-diluida 1:2. Esse deve ser multiplicado por 2
para corrigir a pré-diluigdo.

Outro resultado é obtido na amostra de teste que foi pré-diluida 1:4. Esse deve ser multiplicado por 4
para corrigir a pré-diluicdo.

Os trés nimeros sao entdo comparados pelo operador.

Normalmente, os trés nimeros sdo muito proximos. Nesse caso, o operador consegue calcular e relatar a
média dos trés nimeros como a atividade de FVIIl da amostra de teste.

As vezes, os trés nimeros nio sio préximos. Isso pode ocorrer se a amostra contiver substancias
interferentes ou se a coagulagéo tiver sido ativada na amostra (por exemplo, talvez devido a dificuldades
durante a coleta da amostra).

O operador deve decidir se é seguro usar a média das trés respostas diferentes.

A WFH recomenda o uso de uma avaliagdo matemaética simples para decidir.

Isso é feito calculando o CV dos trés resultados diferentes.

A média dos trés resultados diferentes pode ser usada com segurancga se o CV for <15%.

O uso da média dessa maneira melhora a precisdo do teste.

Se o CV for maior que 15%, o operador terd mais decisdes a considerar.

Quando o nivel do fator for 10 a 15 Ul/dL, o CV das trés dilui¢gdes é maior do que quando a atividade do
fator estd em niveis mais altos. Nessas amostras, um CV de 20% pode ser aceito.

Quando o nivel do fator estiver abaixo de 5 Ul/dL, pré-diluicdo de 1:4 pode reduzir a atividade do fator
abaixo do limite inferior de quantificagdo, dependendo dos reagentes. Nessas amostras, é aceitavel testar
apenas a amostra de teste ndo diluida e a amostra de teste pré-diluida 1:2. Nesse caso, o laboratério deve
relatar a média dos dois resultados (ap6s multiplicar o resultado do analisador da diluigédo 1:2 por 2), sem
célculo do CV.

Para amostras com FVIIl >15 Ul/dL, se o CV for >15% e o resultado no plasma n&o diluido for menor que
os resultados na terceira diluigdo, isso indica que pode haver uma substéncia interferente na amostra de
teste. Nesse caso, o resultado obtido para a diluigdo 1:4 (apds multiplicagdo do resultado do analisador
por 4 para corrigir a pré-diluigdo) serd o mais exato (veja os exemplos abaixo).

Exemplos de substéncias interferentes que podem causar esse resultado falsamente baixo nas amostras
de teste ndo diluidas sdo inibidores como anticoagulante lipico, HNF, DTls ou inibidores diretos de FXa.
O uso de uma Unica diluigdo pode levar a resultados falsamente baixos e ensaios extremamente inexatos.
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Alguns exemplos séo apresentados abaixo.

Tabela 12. Exemplo 1 - Ensaio de FVIIIl com pré-diluigdo manual

Atividade do
FVIIl registrada
pelo analisador

Atividade do FVIII
apos correcdo da
pré-diluicio

Comentarios

Amostras de teste sem pré-dilui¢ao

25 Ul/dL (%)

25 Ul/dL (%)

Nenhuma pré-diluigdo pelo operador,
portanto o resultado ndo muda

Amostras de teste diluidas 1:2 antes da anélise

13,5 Ul/dL (%)

27 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 2

Amostras de teste diluidas 1:4 antes da anélise

6 Ul/dL

24 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 4

v" A média dos trés resultados é 25,3 Ul/dL (%).
v O desvio padrao dos trés resultados é 1,53.

v O CV dos trés resultados é 6,0%.

v O CV é <15%, portanto o resultado relatado é 25,3 Ul/dL (%).

Tabela 13. Exemplo 2 - Ensaio de FVIII com pré-diluigdo manual

Atividade do
FVIIl registrada
pelo analisador

Atividade do FVIII
apos correcio da
pré-diluicao

Comentdrios

Amostras de teste sem pré-diluicao

62 Ul/dL (%)

62 Ul/dL (%)

Nenhuma pré-diluigdo pelo operador,
portanto o resultado ndo muda

Amostras de teste diluidas 1:2 antes da anélise

33 Ul/dL (%)

66 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 2

Amostras de teste diluidas 1:4 antes da anélise

13 Ul/dL

52 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 4

v" A média dos trés resultados é 60,0 Ul/dL (%).
v O desvio padrdo dos trés resultados é 7,2.

v O CV dos trés resultados é 12,0%.

v OCVeé<15%.

v" O resultado relatado ¢ 60,0 Ul/dL (%).

Tabela 14. Exemplo 3 - Ensaio de FVIII com pré-diluicdo manual

Atividade do FVIII
registrada pelo
analisador

Atividade do FVIII
apés corregado da
pré-diluicio

Comentarios

Amostras de teste sem pré-diluicao

7,0 Ul/dL (%)

7,0 Ul/dL (%)

Nenhuma pré-diluigdo pelo operador,
portanto o resultado ndo muda

Amostras de teste diluidas 1:2 antes da analise

3,0 Ul/dL (%)

6,0 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 2

Amostras de teste diluidas 1:4 antes da analise

2,1 Ul/dL

8,4 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 4

v" A média dos trés resultados é 7,1 Ul/dL (%).
v" O desvio padréo dos trés resultados é 7,1.

v" O CV dos trés resultados é 16,9%.

v O CVé <20%.

v" O resultado relatado é 7,1 Ul/dL (%).
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Tabela 15. Exemplos com substéncias interferentes presentes, os resultados do ensaio de FVIII estdo em Ul/dL (%)

Resultados
Sem pré- usados para
diluicdo Pré-diluida 1:2 Pré-diluida 1:4 calcularoCV | CV
Resultado Resultado Resultado Resultado
do corrigido pelo| do corrigido pelo
Interferéncia analisador operador analisador operador
Inibidor direto da | 46,5 34,0 68,0 18,5 74,0 46,5, 68,0, 23,0%
trombina 74,0
Rivaroxabana 64,0 45,2 90,4 29.1 116,4 64,0, 90,4, 29,0%
116,4
Anticoagulante 25,3 19,3 38,6 16,2 64,8 25,3, 38,6, 46,8%
lGpico 64,8

v Observe que padrées semelhantes ocorrem em outros ensaios de um estagio, como de FIX.

v" Todos os trés apresentam CVs >15%.

v Os efeitos dessas substancias interferentes sdo geralmente menores na amostra com diluicdo de 1:4 do
que na amostra ndo diluida ou na amostra com pré-diluigdo de 1:2.

v O resultado da amostra de 1:4 ainda pode ser uma subestimagdo, mas é o mais préximo de um resultado
exato dos trés testes realizados. Também pode ser (til adicionar pré-diluigdo de 1:8 como um quarto teste
nesses casos.

v Os resultados relataveis dos exemplos na tabela podem ser >74 Ul/dL (%), >116,4 Ul/dL (%) ou >64,8
Ul/dL (%).

Todas as trés amostras de teste neste exemplo apresentam atividade de FVIII que ndo esta reduzida abaixo da faixa
normal. A confirmagdo de que a atividade ndo esta reduzida as vezes é suficiente para o manejo seguro do paciente.

Ensaios cromogénicos de FVIII:C e FIX: o diagndstico laboratorial de hemofilia A ou B é feito pela medicdo da
atividade do fator (Srivastava et al, 2020). A metodologia mais comumente utilizada é o ensaio de coagulagdo de
um estagio baseado no TTPA (OSA). Ha limitagdes no ensaio de estagio, inclusive interferéncia se anticoagulantes
lipicos, anticoagulantes orais diretos (DOACs) ou terapias de meia-vida prolongada para hemofilia, incluindo
anticorpos biespecificos, estiverem presentes (Gray et al, 2020; Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2021; Moser et al,
2021; Ruinemans-Koerts et al, 2010). Mais importante ainda, hemofilia A leve ndo é excluida pelo achado de nivel
normal de FVIII:C, e raramente de FIX:C, no OSA (Pouplard et al, 2009). Varios grupos relataram que um subgrupo
de pacientes com hemofilia A leve apresenta discrepancia entre a atividade do FVIII determinada por meio de
diferentes tipos de ensaios (Pavlova et al, 2014). Mais de 20% dos pacientes com hemofilia A leve estdo associados
a discrepancia na qual a atividade cromogénica é duas vezes ou menor que a do OSA e o fenétipo de sangramento
é compativel com o ensaio de substrato cromogénico (CSA) (Bowyer et al, 2018). Uma forma reversa de discrepancia
de ensaios também pode ocorrer com FVIII:C duas ou mais vezes menor pelo OSA do que pelo CSA. Relatos de
sangramento sdo muito menores nesses pacientes (Bowyer et al, 2018; Bowyer et al, 2011). Exemplos de resultados
nesses pacientes sdo mostrados na Tabela 16.

Tabela 16. Exemplos de pacientes com hemofilia A leve confirmada geneticamente e discrepéncias de ensaios

Caso Ensaio de um estagio (Ul/dL) Ensaio cromogénico (Ul/dL)
A 101 13
B 88 28
C 15 69
D 55 40
E 58 33
F 72 36
G 84 45
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Com base nesses resultados, é vantajoso que todos os centros de hemofilia tenham um ensaio cromogénico de
FVIII disponivel. CSA deve ser realizado em individuos com TTPA normal e atividade de FVIIl em um estégio, na
presenca de histérico pessoal ou familiar consistente com hemofilia leve. Os CSAs de FVIII foram introduzidos pela
primeira vez no inicio da década de 1980 (Rosen et al, 1984) e varios fabricantes possuem kits comerciais para ensaio
cromogénico de FVIII. Muitos deles sdo adequados para o diagnéstico de hemofilia A na presenca de atividade
normal de FVIIl em um estagio. Um pequeno nimero de CSAs de FIX esta disponivel desde meados da década de
2010 e, em sua maioria, limita-se a laboratdrios de pesquisa ou de hemostasia especializados (Kershaw et al, 2018).
Discrepancia no FIX entre ensaio de um estagio e cromogénico foi descrita na hemofilia B leve, mas a discrepéncia
parece comprometer a classificagdo da gravidade, com os pacientes alternando entre hemofilia B moderada e leve
(Pouplard et al, 2009; Truedsson et al, 2020).

Principio de anélise para CSA de FVIII: muitos coagulémetros automatizados tém a capacidade de realizar CSA,
mas como esses ensaios eram originalmente realizados de forma manual usando placas de microtitulagéo, ainda
é possivel usar um método manual. Em alguns (mas nédo todos) ensaios cromogénicos, todo o FVIII na amostra
¢é ativado pela trombina. O FVII ativado entdo acelera a conversdo de FX em FXa na presenca de FIX ativado,
fosfolipidios e ions de calcio. A atividade de FXa é avaliada pela hidrélise de um substrato p-nitroanalina especifico
para FXa. A taxa inicial de liberagdo de p-nitroanalina (cor amarela) medida a 405 nm é proporcional a atividade
do FXa e, por conseguinte, a atividade do FVIIl na amostra. Os resultados do plasma do paciente e da amostra
de controle de qualidade sdo comparados com o plasma padrao (de referéncia/calibrador) para quantificar o CSA
utilizando os mesmos principios do OSA (Baker et al, 2020). As proteinas usadas nos kits de CSA de FVIIl podem ser
de origem humana ou bovina. Para medigdo de FVIII:C endégeno ou terapia com FVIII de meia-vida estendida ou
padrdo, a fonte de proteinas ndo afeta o CSA. A fonte de proteinas é importante quando anticorpos biespecificos
estdo presentes no plasma (consulte a segdo Parte 6 sobre anticorpos biespecificos).

Principio de anélise para CSA de FIX: em alguns (mas ndo todos) ensaios cromogénicos de FIX, todo o FIX na amostra
¢ ativado por FXla. O FIX ativado entdo acelera a conversao de FX em FXa na presencga de FVII ativado, fosfolipidios
e jons de célcio. A atividade de FXa é avaliada pela hidrélise de um substrato de p-nitroanalina especifico para FXa.
A taxa inicial de liberagéo de p-nitroanalina (cor amarela) medida a 405 nm é proporcional a atividade do FXa e, por
conseguinte, a atividade do FIX na amostra, conforme descrito acima.

Observagdes: se a concentragdo de FVIII (ou FIX) no plasma de teste for proxima de zero (ou seja, se a densidade
Optica de todas as diluigdes for semelhante & do branco), podem ocorrer linhas ndo paralelas. A faixa normal deve
ser estabelecida localmente, mas com frequéncia apresenta limite inferior de 50-65 Ul/dL para FVIIl e FIX. O CSA
de FIX pode ndo medir com exatiddo a recuperagdo de alguns produtos de FIX de meia-vida estendida (Gray et
al, 2020; Bowyer et al, 2022). Ensaios cromogénicos podem ser usados para medir o efeito mimético em plasma
que contém anticorpos biespecificos (Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). CSA de FVIII
contendo FX bovino pode ser usado para medir a terapia com FVIII recombinante em plasma que também contém
anticorpos biespecificos. Se possivel, um novo diagnéstico de hemofilia A ou B leve deve ter FVIII:C ou FIX:C
também medidos por ensaio cromogénico (Bowyer et al, 2018). Deve-se ter cautela ao usar o CSA para medir o
FVIII suino recombinante, pois pode ocorrer subestimagdo (Bowyer et al, 2022). O CSA de FIX pode subestimar as
terapias com FIX de meia-vida padrao recombinante (Nederlof et al, 2020).

Medicdo das moléculas de FVIIl e FIX de EHL: foram feitas modificagdes no FVIIl ou FIX recombinante para estender
a meia-vida in vivo da terapia, alterando a conformagdo da molécula. A extensdo pode ser feita pela adigédo de
grupos de polietilenoglicol (PEG), ligagdo covalente das cadeias pesada e leve do FVIII, fusdo a albumina ou fusao
covalente a porcao fc (fragmento cristalizavel) da IgG1 humana. Monitoramento pés-infusdo dos concentrados
de FVIIl ou FIX de EHL recombinante é necessério para o manejo clinico do paciente com hemofilia. Resposta
menor do que a esperada ou meia-vida reduzida pode indicar a necessidade de terapia adicional ou possivel
desenvolvimento de anticorpos antidroga. Estudos laboratoriais conduzidos durante os ensaios farmacéuticos de
cada EHL destacaram problemas com a medigéo laboratorial exata de algumas moléculas. Super ou subestimagéo
foi relatada com alguns FVIIl ou FIX de EHL, mas isso dependeu da metodologia ou do TTPA utilizado no OSA. O
método de modificagdo molecular ndo é preditivo da resposta do ensaio de fator, de modo que o monitoramento
exato das trés moléculas de FVIII PEGilado pode ndo ser possivel com os mesmos reagentes de TTPA. Para
moléculas de FVIII de EHL atualmente licenciadas, todos os ensaios cromogénicos de atividade de FVIII séo
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considerados adequados para monitoramento exato, mas no caso de OSA, isso pode depender do reagente.
Para moléculas de FIX de EHL, ndo existe uma Unica metodologia ou reagente de ensaio que mega com exatidao
todos os trés concentrados atualmente licenciados. Um concentrado de meia-vida ultralonga, rFVIII-FCVWEF-
XTEN, efanesoctocog alfa (Altuviiio/Altuvoct), recebeu aprovagéo regulatéria nos EUA em 2023 e na Europa
em 2024. Recomenda-se monitoramento por OSA de FVIII usando um reagente de TTPA especifico, Actin FSL
da Siemens. Os reagentes de TTPA prevalentes, Actin FS da Siemens e Synthasil da Werfen, superestimaram e
subestimaram o efanesoctocog alfa, respectivamente. Os ensaios cromogénicos de FVIII superestimaram em 2-3
vezes a atividade esperada (Pipe, 2009). Portanto, é necessario avaliar cuidadosamente se os ensaios disponiveis
em cada laboratério de hemostasia sdo adequados para o monitoramento exato de cada EHL usado como terapia
de reposicdo em seu centro. As Tabelas 17 e 18 apresentam exemplos de concentrados de rFVIIl e rFIX de
EHL, como a poténcia do produto foi atribuida e se OSA ou CSA s&o aceitaveis para uso no monitoramento da
atividade pés-infusao.

Tabela 17. Moléculas de FVIII de EHL

Rétulo de

Nome Empresa Molécula poténcia | OSA CSA Referéncias
Adynovi/ Takeda FVIIl 2 x 10 CSA Resultados Sim Turecek et al, 2016
Adynovate kDa PEG variados Bulla et al, 2017
Rurioctocog alfa
pegol
Afstyla CSL FVIII BDD de | CSA Resultados CSA Bowyer et al, 2017
lonoctocog alfa Behring cadeia Unica s&o aproxima- St Ledger et al,

damente

2018

metade do CSA
Elocta/ Eloctate Sobi Fusdo CSA Sim Sim Sommer et al, 2014
efmoroctocog FVill FC Powell et al, 2012

Pouplard et al, 2020
Esperoct Novo rEVII CSA Resultados Sim Pickering et al, 2016
Turoctocog alfa Nordisk truncado no variados Hillarp et al, 2017
pegol BD 40 kDa
PEG

Jivi Bayer rFVIII BDD CSA N&o reagentes Sim Gu et al, 2014
Damoctocog alfa 60 kDa PEG de TTPA de Church et al, 2018

silica ou caulim
pegol
Altuvoct/ Altuviio Sanofi rEVIII FC- OSA Actin FSL Superestima 2-3 | Pipi et al, 2024
Efanesoctocog alfa VWFE-XTEN recomendado vezes
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Tabela 18. Moléculas de FIX de EHL

Rétulo de
Nome Empresa Molécula poténcia OSA CSA Referéncias
Alprolix Sobi Fusdo OSA N&o alguns Sim Sommer et al, 2014
etrenonacog rFIXFC reag?ntes de lePA Bowyer et al, 2019
de silica ou caulim
Persson et al, 2018
Idelvion CSL Behring Fusdo rFIX OSA Resultados Nzo Persson et al, 2018
albutrepenonacog albumina variados St Ledger et al, 2016
Kitchen et al, 2017
Horn et al, 2019
Pouplard et al, 2019
Refixia/Rebinyn Novo Nordisk rFIX 40 OSA Apenas Sim Bowyer et al, 2016
Nonacog beta pegol kDa PEG Cephascreen Tiefenbacher et al,
e Synthafax 2017
validados
Young et al, 2016

Anticorpos Biespecificos:

Medicdo de anticorpos biespecificos: os anticorpos biespecificos sdo uma classe de terapia de ndo reposi¢do para hemofilia
A. Eles agem como ponte entre o FIXa humano e o FX humano, na auséncia de FVIII, promovendo a ativagdo de FX.
Os anticorpos biespecificos diferem do FVIII original em vérios aspectos intrinsecos, incluindo a auséncia de mecanismos
regulatérios, o que impacta os ensaios de hemostasia (Lenting et al, 2017). Geragdes futuras e mais potentes de anticorpos
biespecificos podem ter um impacto maior nos testes de hemostasia (Bowyer et al, 2023).

TTPA e anticorpos biespecificos: anticorpos biespecificos ndo requerem ativagdo para participar da ativagédo de FX.
Na presenca de anticorpos biespecificos, o TTPA é drasticamente reduzido, frequentemente abaixo do limite inferior
da faixa de referéncia (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). O TTPA n3o é sensivel o suficiente a alteragdes na
concentragao de anticorpos biespecificos para ser usado no monitoramento dessas terapias; no entanto, prolongamento
do TTPA em um paciente com TTPA anteriormente curto pode indicar perda de eficacia ou adesdo (Druzgal et al, 2020;
Valsecchi et al, 2021).

OSA e anticorpos biespecificos: na presenga de anticorpos biespecificos, ensaios padréo, calibrados com plasma e baseados
em TTPA, incluindo FVIII, FIX, FXI, X, proteina C, proteina S e tempo de coagulagéo ativada (TCA), superestimam a quantidade
de fator de coagulagéo ou inibidor natural, sendo, portanto, inadequados para uso (Bowyer et al, 2023; EMA, 2018).

OSA de FVIII modificado e anticorpos biespecificos: calibradores comerciais especificos para o produto (padrao/
referéncia) e plasmas de controle de qualidade estdo disponiveis para a primeira geragdo de anticorpos biespecificos.
O ensaio de FVIII de um estagio pode ser modificado usando esses calibradores especificos para o produto juntamente
com maior diluicdo do plasma (diluigdes de 1/40 ou 1/80 em vez de 1/10) para medir a concentra¢do do farmaco no
anticorpo biespecifico em pg/mL. Esse ensaio modificado também medira qualquer FVIII endégeno ou de reposicédo
presente no plasma (Bowyer et al, 2020).

FVIII cromogénico e anticorpos biespecificos: CSA de FVIII que contém FX e FIXa humanos sdo sensiveis a presenca
de anticorpos biespecificos e medem alguma atividade de FVIII semelhante “mimética ou substituta” (Bowyer et al,
2020; Bowyer et al, 2023). CSA humano pode ser usado como marcador da presenca de anticorpos biespecificos
em pacientes que recebem profilaxia. Isso ndo é intercambiavel com o nivel de concentragédo do farmaco detalhado
acima. O CSA humano também medird qualquer FVIIl endégeno ou de reposi¢do presente no plasma (Bowyer et
al, 2020). CSA de FVIII que contém FX bovino e FIXa humano ou bovino s&o insensiveis a presenca de anticorpos
biespecificos de primeira geragdo, mas podem demonstrar alguma sensibilidade a anticorpos biespecificos de
proxima geragdo (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). CSA de FX bovino deve ser usado para medir qualquer
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FVIIl endégeno ou terapia de reposi¢do de FVIII e para medir o FVIII residual no ensaio de inibidor de Bethesda,
conforme detalhado abaixo.

Ensaio de inibidor de Bethesda e anticorpos biespecificos: a medigdo de FVIII residual apds incubagdo nos ensaios
de inibidor de Bethesda geralmente é feita por OSA (Verbruggen B, 1995), embora medi¢Ses cromogénicas e
fluorogénicas tenham sido validadas (Miller et al, 2021). Na presenca de anticorpos biespecificos, OSA nao pode ser
utilizado, portanto, CSA deve ser usado. E importante que o kit de CSA utilizado contenha FX bovino e FIXa humano
ou bovino para excluir o efeito do anticorpo biespecifico, caso contréario, o titulo do inibidor serd subestimado
(Bowyer et al, 2021; Miller et al, 2021).

Monitoramento Pés-Infusdo de FVIIl e FIX: o monitoramento pés-infusdo de concentrados de FVIII ou FIX,
derivados de plasma ou recombinantes, de meia-vida padrdo é necessario para o manejo clinico do paciente
com hemofilia. Resposta menor do que a esperada ou meia-vida reduzida pode indicar a necessidade de terapia
adicional ou possivel desenvolvimento de inibidores. A medigdo da terapia de reposi¢do deve, idealmente, ser
realizada com o mesmo método e mesmos reagentes de ensaio que foram originalmente utilizados para atribuir
a poténcia ao produto. Caso isso ndo seja possivel, deve-se utilizar um ensaio alternativo validado. Na Europa, a
rotulagem de poténcia para concentrados de FVIII é feita por CSA (Barrowcliffe et al, 2002) e para concentrados
de FIX é feita por OSA (Kitchen et al, 2016). A Food and Drug Administration (FDA, 2020) [Agéncia de Controle
de Alimentos e Medicamentos] dos Estados Unidos recomenda o uso de OSA para concentrados de FIX, porém
alguns concentrados de FVIII tém poténcia atribuida por OSA e outros por CSA. A WFH recomenda o uso de um
ensaio de FVIIl ou FIX validado para uso com o concentrado especifico utilizado no tratamento e calibrado com um
padrdo de plasma rastredvel em relagdo ao padréo internacional vigente da OMS (Srivastava et al, 2020). Outras
diretrizes recomendam o uso de OSA ou CSA calibrados com padrées de plasma para monitorar concentrados de
FVIII derivados de plasma, a menos que haja evidéncias em contrario, e o uso de um OSA para concentrados de FIX
(Gray et al, 2020). As Tabelas 19 e 20 apresentam exemplos de concentrados de FVIII e FIX derivados de plasma e
recombinantes de meia-vida padrdo comumente disponiveis, como a poténcia do produto foi atribuida e se OSA ou
CSA s&o aceitaveis para uso no monitoramento da atividade pds-infusao.

Tabela 19. Exemplos de concentrados derivados de plasma

Concentrado Fator Atribuicdo de poténcia CSA OSA Referéncias

Factane VI CSA Sim Sim Adcock et al, 2018

Octanate Vil CSA Sim Sim

FVIII 8Y VI CSA Sim Sim

Haemoctin VIII CSA Sim Sim

Octaplex Vil CSA Sim Sim

Recombinate Vil CSA Sim Sim Jennings et al, 2007

Fanhdi VI CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Hemofil M VI CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Emoclot Vil CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Replenine IX OSA Sim

Betafact IX OSA Pathromtin SL (silica) Provavelmente | Sim Adcock et al, 2018

aceitavel

Mononine IX OSA Pathromtin SL (silica) Sim Sim Bowyer et al, 2016
Wilmot et al, 2014

Octafix IX OSA Pathromtin SL (caulim) Sem dados Sim

Alphanine IX OSA Sim Aznar et al, 2009
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Tabela 20. Exemplos de concentrados recombinantes de meia-vida padréo

Atribuicdo
Concentrado Fator de poténcia CSA OSA Referéncias
Advate FVIII - CSA Sim Sim Kitchen et al, 2016
comprimento total Kitchen et al, 2019
Refacto AF FVIII-BDD CSA Sim Sim, com padrdo | Kitchen et al, 2016
lab Refacto Morfini et al, 2003
Ingerslev et al, 2004
Novo8 FVIII-BDD CSA Sim Sim, mas alguma EMA, 2021
SUperestimacdo | viiyff et al, 2011
nos niveis minimos
Nuwig FVIII-BDD CSA Sim Sim Lissitchkov et al, 2016
EMA, 2022
Klukowska et al, 2016
Tiefenbacher et al, 2019
Xyntha FVIII-BDD OSA Néo - Sim FDA, 2020
superestimacao
Kovaltry FVII CSA Sim Sim Mahlangu et al, 2018
Kitchen et al, 2016
Benefix IX OSA Dados Sim Bowyer et al, 2016
insuficientes Kershaw et al, 2018
Sommer et al, 2014
Rixubis IX OSA Sim Sim Kershaw et al, 2018
:it\t:ﬁ(ltg; Gritsch et al, 2014

Terapia Génica: hemofilia A e B sdo doengas monogénicas e, portanto, candidatas ideais para manipulagédo
genética. Uma gama variada de estratégias de terapia génica, incluindo edi¢do genética, tem sido pesquisada
em humanos para as duas doencas desde o inicio dos anos 2000 (De Wolf et al, 2023). Em meados da década de
2020, aprovagéo regulatéria foi concedida em alguns paises para o uso limitado de produtos de terapia génica no
tratamento de pessoas com hemofilia A ou B. A medicdo da expressao do transgene FVIII ou FIX é essencial para
determinar a duragdo da resposta e se terapias adicionais sdo necessarias para obter hemostasia. Para minimizar a
variabilidade interlaboratorial, é sensato restringir o monitoramento de rotina a um nimero limitado de laboratérios
especializados em hemostasia em cada pafs. Estudos clinicos de diversas terapias génicas relataram variabilidade
nos ensaios, com atividades cromogénicas de FVIIl e FIX 1,5 a 3,0 vezes menores do que as atividades de um
estagio. Diferencas foram relatadas entre reagentes no mesmo método de ensaio. Em razdo das restricdes de
volume de plasma adequado, ¢ dificil conduzir estudos multicéntricos de comparacéo de laboratérios em amostras
de pacientes que receberam terapia génica. Entretanto, foram disponibilizados dados limitados sobre a medigéo das
moléculas candidatas de FVIII ou FIX utilizando uma variedade de métodos ou reagentes. Sempre que possivel, para
minimizar a variabilidade, os reagentes e métodos usados nos estudos clinicos farmacéuticos devem ser utilizados
pelos laboratérios para monitorar a expressdo pos-terapia génica (Tabela 21).
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Tabela 21. Terapia génica para hemofilia Ae B

Farmacéutica Nome comercial Método de ensaio | Reagentes
Hemofilia A
Valoctocogene roxaparvovec Biomarin Roctavian CSA Coatest SP4
Hemofilia B
Etranacogene dezaparvovec CSL Behring Hemgenix OSA Synthasil
Fidanacogene elaparvovec Pfizer Beqvez OSA Synthasil

Terapia génica para hemofilia A: todas as abordagens para hemofilia A usaram vetores AAV e FVIII recombinante
com dominio B deletado (BDD). Estudos de Fase 1-3 do Roctavian (AAV5-FVIII-SQ, Valoctocogene roxaparvovec,
Biomarin) mediram o transgene FVIII:C por CSA com Coatest SP4 e OSA usando o reagente para TTPA Actin FSL da
Siemens no analisador BCS XP da Siemens (Rangarajan et al, 2017). O FVIII:C no CSA foi aproximadamente metade
do FVIII:C no OSA (Mahlangu et al, 2023). Rosen et al relataram resultados comparaveis entre CSA com Coatest SP4
e da Hyphen Biomed ao medir AAV5-FVIII-SQ (4). Uma comparagéao entre dois centros de FVIII:C medido por OSA
ou CSA no plasma de pacientes apds terapia com Roctavian relatou uma diferenga aproximada de 1,65 vezes entre
OSA e CSA. Resultados semelhantes de FVIII:C foram obtidos com o CSA da Hyphen Biomed e dois outros CSA
(Platton et al, 2024). Os autores concluiram que os OSA ndo eram adequados para medigdo de FVIII apds terapia
génica com Roctavian, e apenas CSA deveria ser usado.

Terapia génica para hemofilia B: os dois produtos para hemofilia B atualmente aprovados, Hemgenix (Etranacogene
dezaparvovec, CSL Behring) e Beqvez (Fidanacogene elaparvovec, Pfizer), usam uma variante de FIX altamente ativa
e de ocorréncia natural, FIX-Padua (R338L) (Simioni et al, 2009). Programas farmacéuticos relataram atividade de FIX
apenas por OSA em seus relatérios de estudo. Variabilidade entre reagentes e metodologias foi relatada ao medir
FIX-Padua apds expressdo génica e em plasma enriquecido com a molécula de FIX-Padua. Um estudo de campo
global de plasma enriquecido com uma molécula de R338L recombinante (FLT180a, verbrinacogene setparvovec,
pela Freeline Therapeutics, que esta atualmente pausado no final dos testes de fase 1/2) relatou uma diferenca de
3 vezes na atividade de FIX entre 15 OSA e CSA diferentes. Variacdo de 1,8 vezes foi observada entre 13 reagentes
de TTPA no OSA, enquanto os resultados de ambos os CSA foram aproximadamente metade da atividade esperada
medida por OSA com Synthasil (Foley et al, 2023). A medigado da atividade do transgene FIX-Padua Beqvez destacou
diferencas de ensaio entre cinco reagentes de TTPA no OSA entre OSA e CSA (Robinson et al, 2021). Em um estudo
de campo global que usou plasma de participantes do estudo de Fase 1/2a de terapia génica, FIX:C foi mais alto
com o reagente de TTPA ativado por silica, Synthasil, no OSA do que com os reagentes de TTPA ativados por acido
elagico, Actin FS e Actin FSL, ou CSA (Pittman et al, 2024). Foram disponibilizados dados laboratoriais minimos
sobre a medigdo da atividade de FIX apds terapia génica com Hemgenix. O Resumo das Caracteristicas do Produto
afirma que a atividade de FIX é menor por CSA do que OSA (EMA, 2024). Estudos clinicos de Fase 1-3 de FIX
usaram o reagente de TTPA Synthasil no OSA e um CSA n&o divulgado; as atividades de FIX por OSA foram pelo
menos duas vezes maiores do que com CSA (Pipe et al, 2023; Miesbach et al, 2018).

Aspectos Laboratoriais para Tratamento com Terapia de Reequilibrio da Hemostasia: as terapias de néo
reposicdo de fator para hemofilia A ou B visam promover a coagulagdo e reequilibrar a hemostasia, tendo como
alvo anticoagulantes ou inibidores naturais da coagulagdo, incluindo antitrombina, inibidor da via do fator tecidual
(TFPI), proteina C ou proteina S (Nogami and Shima, 2023). Algumas dessas terapias foram aprovadas para uso em
determinados grupos de pacientes, outras estdo atualmente em estudos farmacéuticos.

Moléculas que tém como alvo a antitrombina: a antitrombina (AT) ativada por heparina exerce agdes inibitérias sobre
a trombina, FXa, FIXa, FXla e FXlla (Rezaie et al, 2020). Uma pequena molécula de RNA interferente, o fitusiran, que
tem como alvo a sintese de AT nos hepatdcitos, foi desenvolvida para melhorar a geragdo de trombina (Young et
al, 2023). Em estudos clinicos, reducdo de 82-87% na AT foi associada a aumento da geragdo de trombina (Pasi et
al, 2021). Os niveis alvo de atividade de AT sdo de 15-35 Ul/dL. Os ensaios de AT estdo bem estabelecidos como
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parte dos testes de trombofilia, mas é raro medir atividades de AT tdo baixas. Um estudo de campo comparativo
global de laboratérios que avaliou a medigcdo de uma série de atividades de AT (9-100 Ul/dL) concluiu que alguns
ensaios de AT ndo devem ser usados para monitorar a AT durante o tratamento com fitusiran (Chhabra et al, 2024).

Moléculas que tém como alvo o TFPI: os anticorpos anti-TFPI tém como alvo o dominio Kunitz 2 do TFPI e impedem
a ligagdo ao FX ativado, permitindo assim a continuidade da geragdo de FXa (Mast et al, 2022). O primeiro anticorpo
monoclonal anti-TFP| (concizumabe, Novo Nordisk, Dinamarca) foi aprovado para uso em 2023 em pacientes
canadenses com hemofilia B com inibidores. Um anticorpo anti-TFPI alternativo, o marstacimabe (Pfizer, EUA), esta
sendo considerado para aprovagdo nos EUA e na Europa para pessoas com hemofilia A ou B sem inibidores (Matino
etal, 2023). Ensaios de TFPI estdo disponiveis em alguns laboratérios de pesquisa ou especializados, mas a utilidade
clinica da medicédo n3o é clara.

Moléculas que tém como alvo a proteina C ativada (APC): a APC, em conjunto com o cofator proteina S, inativa o
FVa e o FVllla para impedir a geragdo adicional de trombina. FV Leiden é uma mutagdo p.Arg506GIn (c.1691G>A)
no sitio primario de clivagem da APC no FV ativado. A presenca de FV Leiden retarda a inativagdo de FVa pela APC
e é a causa mais comum de trombofilia em humanos (Van Cott et al, 2016). Abordagens alternativas que visam a
APC estdo sendo investigadas em estudos clinicos. Foi relatado que um anticorpo monoclonal humanizado que
inibe a proteina C ativada restabelece a hemostasia em camundongos hemofilicos (Jiang et al, 2023), e foram
iniciados estudos em humanos de um inibidor de serina protease (serpina) que tem como alvo apenas a APC, e nédo
a proteina C precursora (Baglin et al, 2023). Ensaios de proteina C e APC estdo disponiveis rotineiramente em muitos
laboratérios terciarios de hemostasia, caso seja necessaria a medigdo para o monitoramento de medicamentos.

Moléculas que tém como alvo a proteina S: a proteina S é um cofator para TFPI e APC que agem restringindo a
geracgdo de trombina. Foi relatado que o uso de um pequeno RNA interferente que tem como alvo a proteina S
melhora a hemostasia em camundongos com hemofilia (Prince et al, 2020), e um anticorpo contra a proteina S tem
sido usado para potencializar a terapia de reposicdo de FIX na geragdo de trombina em pacientes com hemofilia B
(Wilson et al, 2024). Proteina S livre e proteina S total, que também medem a proteina S complexada com o regulador
do complemento, proteina de ligagdo C4b, estdo rotineiramente disponiveis em muitos laboratérios terciarios de
hemostasia, caso seja necesséria a medigdo para o monitoramento de medicamentos.

Ensaios de geragao de trombina: os ensaios de geragdo de trombina (TG) sdo ensaios globais que conseguem avaliar
o potencial hemostético geral e destacar hiper ou hipocoagulabilidade no plasma (Ninivaggi et al, 2021). Existem
diversos ensaios cromogénicos ou fluorogénicos de TG, internos e comerciais, que comumente desencadeiam a TG
usando fator tecidual, FXla ou FIXa. Em razdo da falta de padronizagdo, hé baixa correlagdo entre eles (Devreese
et al, 2007). Apesar dessas questdes, ensaios de TG sdo frequentemente utilizados em estudos farmacéuticos para
avaliar o efeito de novas moléculas na hemostasia.
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N IWAN Deteccdao e Quantificacao de Inibidores
Funcionais Congénitos e Adquiridos na
Hemostasia

Silmara Montalvao

TOPICOS ABORDADOS

v Diferentes Cinéticas de Anticorpos v Protocolo para o Teste de Inibidores de FVIII e FIX
V" Amostras para Teste de Inibidores de FVIII/FIX: v/ Ensaios de Inibidores do Fator de von Willebrand
Coleta, Envio e Preparagdo v Anticorpo Antidroga (ADA) no Laboratério de

v" Pool de Plasma Normal para Teste de Inibidor Coagulagéo - Emicizumabe

Identificar o desenvolvimento de anticorpos é vital para que o programa de tratamento da hemofilia possa oferecer
cuidados médicos adequados (Peyvandi et al, 2016; Srivastava et al, 2020). No contexto da hemofilia, os inibidores
sdo anticorpos IgG policlonais contra FVIIl ou FIX e principalmente da subclasse IgG4 de alta afinidade (Montalvao
etal, 2015). Os inibidores neutralizam o concentrado de fator administrado ao paciente, dificultando a prevencgéo e o
tratamento de sangramentos (Pratt et al, 2021). O surgimento de inibidores ¢ resultado de um processo de mdltiplas
etapas que envolve determinantes ambientais e genéticos. Na hemofilia A grave, inibidores de FVIII se formam em
aproximadamente 30% dos pacientes, geralmente durante os primeiros 20-30 dias de exposi¢do. Na hemofilia B
grave, a incidéncia cumulativa de desenvolvimento de inibidores é menor do que na hemofilia A grave e chega a
4%-5% 9 a 11 dias apos a exposi¢do (Ljung et al, 2019). O tratamento de sangramento agudo em pacientes com
inibidores depende do titulo do inibidor. Pacientes com baixa titulo de inibidor (<5 UB/mL) podem ser tratados com
terapia de reposi¢do padréo, concentrado de fator, embora sejam necessarias doses mais altas para anular os efeitos
neutralizantes do inibidor. Para pacientes com inibidores de alto titulo (>5 UB/mL), as Unicas terapias eficazes para tratar
o sangramento s&o os agentes de bypass (Ljung et al, 2019). Os trés agentes de bypass disponiveis usados na hemofilia
A e B s&o (1) concentrado de complexo de protrombina ativado (aPCC), (2) duas formas de FVII ativado recombinante
(rFVlla) e (3) FVIII suino recombinante. Medicamentos hemostaticos recentemente desenvolvidos, como anticorpos
biespecificos humanizados (por exemplo, emicizumabe), RNA de interferéncia (por exemplo, fitusiran) e agentes anti-
inibidor do fator tecidual (anti-TFPI), entre outros, estdo disponiveis em alguns paises para prevenir sangramentos. A
indugdo de tolerancia imunolégica (ITl) é usada para erradicar inibidores e envolve inje¢des intravenosas frequentes
de concentrado de fator ao longo de um periodo de meses. Na hemofilia A, a ITl é eficaz em cerca de 65 a 70% dos
pacientes. O monitoramento do titulo do inibidor desses pacientes é essencial para avaliar e gerenciar o protocolo. A
investigagdo laboratorial do inibidor deve ser realizada por meio do método de Bethesda modificado. Embora esse
teste tenha alto CV, é o teste de referéncia utilizado para titular anticorpos inibitérios. Em alguns casos, triagem de
inibidores utilizando o teste de TTPA pode ser realizada antes da titulagdo dos anticorpos. Contudo, em razdo das
limitagdes do teste, resultados negativos ndo devem ser usados para excluir a possivel presenca de um inibidor. Mais
informagdes podem ser encontradas no capitulo 6 deste manual. Uma alternativa a triagem de anticorpos contra
FVIII ou FIX é o uso de um teste imunoldgico. Diversos ensaios imunolégicos foram estudados e, embora sejam mais
sensiveis do que os testes funcionais, ndo diferenciam entre anticorpos inibitérios e ndo inibitérios e, portanto, ainda
ndo sdo Uteis na prética clinica para detectar ou monitorar inibidores funcionais. No entanto, estudos demonstraram
que os anticorpos da subclasse IgG4 estdo correlacionados com inibidores funcionais de FVIII e FIX (Awasthi et al,
2022; Montalvao et al, 2015; Moorehead et al, 2015).

Diferentes Cinéticas de Anticorpos: diferentes cinéticas de anticorpos podem afetar a andlise dos dados e,
consequentemente, levar a interpretagdes erréneas. Quando os inibidores de FVIII ou FIX agem em um teste de inibigdo
de forma dose-dependente, como inativando completamente o FVIIl ou o FIX, esses inibidores sdo denominados
inibidores do “Tipo |". Inibidores que demonstram comportamento cinético mais complexo sdo geralmente chamados
de inibidores do “Tipo II”, inativando o FVIII de forma incompleta. Os inibidores do tipo | geralmente se desenvolvem
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em pacientes com hemofilia A ou B congénita em resposta ao concentrado de FVIII ou FIX, enquanto os inibidores
do tipo Il geralmente ocorrem em pacientes com hemofilia adquirida ou hemofilia A leve. Os inibidores do tipo |
de FVIII sdo dependentes do tempo e da temperatura porque seu alvo, o FVIII, estd complexado com sua proteina
transportadora, o FVW. Os inibidores de FIX ndo sdo dependentes do tempo e da temperatura.

Amostras para Teste de Inibidores de FVIII/FIX: Coleta, Envio e Preparacgao:

Coleta e envio de amostras: as amostras para os ensaios de inibidores de FVIIl e FIX sdo coletadas em citrato
trissédico 3,2% (0,105-0,109 M), o mesmo tipo de amostra usado na maioria dos testes de coagulagdo. O sangue total
citratado deve ser centrifugado em até 4 horas apds a coleta de sangue, e a centrifugagédo deve ser de 1500 g por 15
minutos. Amostras de plasma positivas para inibidores de FVIII e FIX, ndo sangue total, podem ser armazenadas em
temperatura ambiente por 1 semana ou congeladas a -70°C e armazenadas por até 15 anos. E importante lembrar
que, diferentemente dos procedimentos tradicionais de anélise de coagulagéo, nesse tipo de amostra, é o anticorpo
que deve ser preservado. Essa informagdo é muito Util para laboratérios que precisam enviar amostras para outro
laboratério para teste, pois o transporte ndo depende de gelo seco.

Aquecimento das amostras: amostras de pacientes utilizadas para detecgdo de inibidores podem conter FVIII ou FIX
exdgeno devido a infusdes recentes de concentrado de fator, como: (1) profilaxia, (2) tratamento de sangramento, (3)
terapia de [Tl ou (4) FVIIl ou FIX enddégeno se o teste for realizado em hemofilia leve ou moderada. A presenca de
FVIIl ou FIX exégeno pode afetar significativamente a detecgdo de inibidores, com subestimagao do titulo do inibidor
e resultados falso-negativos (Batty et al, 2014; De Lima Montalvéo et al, 2015). O aquecimento das amostras por 30
minutos a 56°C dissocia o complexo antigeno-anticorpo e desnatura o fator. Para padronizar o teste, recomenda-se
que todas as amostras de teste sejam sempre pré-aquecidas, mesmo que néo se espere a presenga de FVIII ou FIX
exégeno. O procedimento de aquecimento deve ser seguido por uma etapa de centrifugagdo, de 2 minutos a 4000
g, para remover os residuos no plasma causados pelo aquecimento. Essa etapa de aquecimento das amostras para
o teste de inibidores ndo foi avaliada em relagéo a todos os produtos disponiveis para tratamento de pacientes.
Portanto, para cada produto de FVIIl ou FIX molecularmente modificado, deve ser demonstrado se FVIII ou FIX residual
se deteriora devido ao procedimento de aquecimento. Emicizumabe néo é destruido pela etapa de pré-aquecimento,
porém os inibidores de FVIIl podem ser medidos na presenga de emicizumabe usando o método cromogénico de FVIII
bovino. Vale lembrar que alguns pacientes usam concentrado de fator e emicizumabe concomitantemente, por isso o
tratamento térmico é necessario.

Diluicdo da amostra: para titular o inibidor, o teste deve ser realizado com varias diluigdes do plasma de teste. A
maneira como o fator de diluigdo é selecionado n&o se limita a um niimero especifico, pois depende do conhecimento
do titulo anterior do inibidor.

Pool de Plasma Normal para Teste de Inibidor: para avaliar a atividade do inibidor na amostra de teste, é necessario
apresentar uma fonte “externa” de FVIIl ou FIX para esse inibidor. Essa fonte externa é baseada no pool de plasma
normal, por isso é importante considerar que qualquer erro nesta etapa pode gerar resultados falso-positivos e falso-
negativos. Ao preparar um pool para teste de inibidor, a atividade de FVIII ou FIX deve ser medida e o desvio desse
valor deve ser monitorado ao longo do periodo de armazenamento ou ao produzir um novo lote. Um pool de plasma
normal deve ser usado para garantir que o nivel de FVIIl ou FIX esteja préximo de 1 UI/mL (100%). Um nivel mais baixo
de fator no pool de plasma normal pode resultar em superestimagao do titulo do inibidor, enquanto um nivel mais alto
de fator pode resultar em subestimagao do titulo do inibidor. Um desvio maximo de 5% de 1 Ul/mL de FVIIl ou FIX no
pool de plasma normal é aceitével. A fonte externa de FVIIl ou FIX pode ser produzida pela preparagdo do pool de
plasma normal ou a partir de uma fonte comercial e pode ser congelada ou liofilizada. Um minimo de 20 doadores é
sugerido para obter plasma com nivel de FVIIl ou FIX préximo de 1 UI/mL. O FVIII é um fator de coagulagéo termolabil,
o que significa que durante incubagéo de 2 horas a 37°C, havera perda significativa da atividade de FVIII causada por
uma alteragdo no pH. Para estabilizar o pH durante a incubagdo, o plasma normal usado deve ser tamponado. Isso
pode ser feito usando tampao imidazol ou tamp&o HEPES.

Protocolo para o Teste de Inibidores de FVIIl e FIX: em 1975, Kasper et al. descreveram um método para determinar
inibidores de FVIIl e FIX e, até hoje, esse ainda é o teste mais padronizado, conhecido como teste de Bethesda.
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Em 1995, foi descrito o método Nijmegen, uma modificagdo do ensaio de Bethesda, com algumas diferencas: (1) a
introdugdo de um pool tamponado para melhorar a estabilidade do FVIII durante a incubagéo, e (2) plasma deficiente
em FVIII para uso na mistura de controle. Esse método Bethesda modificado foi recomendado pela International
Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) [Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia] como método
de referéncia para o teste de inibidor de FVIII (Verbruggen et al, 1995). O teste de inibidor é um método indireto e
baseia-se no principio da inativagdo do fator de coagulagdo de uma fonte externa conhecida pelo inibidor presente na
amostra de teste durante um periodo de incubagdo. Uma unidade Bethesda é definida como a quantidade de inibidor
que neutralizard 50% de uma unidade de FVIIl adicionada em 2 horas a 37°C.

Reagentes e equipamentos:

Tampéo de dilui¢do (parte 1)
Tampé&o imidazol ou HEPES (abaixo)
Pool de plasma normal (parte 2)

Plasma deficiente em FVIII
Cefalina (reagente de TTPA)
Tubos plasticos

Tabela 22. Tampé&o imidazol ou HEPES

Tampao

Imidazol Misture 1 parte de tampéao imidazol 4M com 39 partes de pool de plasma normal. Apés a mistura,
o pH deve ser ajustado para entre 7,3 e 7,5.

HEPES Misture 1 parte de tampéao HEPES 1M com 9 partes de pool de plasma normal. Apds a mistura, o
pH deve ser ajustado para um valor entre 7,3 e 7,5.

Método: prepare diluigdes do plasma de teste em tubos plasticos até um volume final de 0,2 mL usando o tampéo
de diluigdo. As diluigdes necessérias para cada paciente podem variar. Um ponto de partida sugerido seria comegar
com uma amostra ndo diluida e depois realizar diluigdes de 1/2, 1/4, 1/8, etc.

Observacao: se o paciente ja tiver realizado um ensaio de inibidor, o nivel pode fornecer uma indicagdo aproximada
de quais diluigdes devem ser utilizadas. Pipete 0,2 mL de plasma deficiente em FVIII para outro tubo plastico. Este
servird como tubo de controle.

Observagao: no ensaio de Bethesda original, tampao imidazol foi usado para preparar uma mistura de controle
com o pool de plasma normal. No ensaio de Nijmegen, o tampao imidazol é substituido por plasma deficiente em
FVIII. Algumas diferengas foram observadas entre o uso de plasma deficiente em fator imunodepletado, plasma
quimicamente depletado e plasma congenitamente deficiente. Essas diferengas podem ser causadas pela auséncia
ou presencga de FVW no plasma, presenga de anticorpos ou presenca de fragmentos de FVIIl. Como o FVW estd
presente no pool de plasma normal, ndo é necessério que o diluente da mistura de controle também contenha FVYW
e, para reduzir custos, o plasma deficiente em fator pode ser substituido por albumina sérica bovina (BSA) a 4%. A
BSA tamponada a 4% é um substituto confidvel e econémico para plasma de FVIII ou FIX e favorece a padronizagéo
do método.

v Adicione 0,2 mL de pool de plasma normal tamponado ao tubo de controle e as diluigdes de plasma de
teste. O nivel de FVIII de todos os tubos serad de aproximadamente 0,5 Ul/mL. Isso significa que o pool de
plasma normal tamponado contém 1 Ul/mL de FVIII.

v Tampe, misture e incube todos os tubos a 37°C por 2 horas.

v Apés 2 horas, transfira todos os tubos para um banho de gelo, a menos que o ensaio de FVIII seja
realizado imediatamente.

v’ Realize o teste de FVIII em todas as misturas de incubagdo usando o método habitual de ensaio de FVIII,
método de um estdgio ou método cromogénico (Parte 6).

v’ Leia o FVIII residual de cada mistura de teste, usando o controle como 100% (0,5 Ul/mL).
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Ensaio de inibidor de fator

Parte 1

45388 g% rrT::{:]l:}tooss fator exdgeno desnaturado

anticorpos livres do teste

Parte 2

Plasma de paciente Pool de plasma normal Amostra de controle

Diluigcoes da amostra:

1/2; 1/4;1/8 Incubagéo a 37°C

Mistura de teste FVIII: 2 horas Mistura de controle
FIX: 15 minutos

Medicao de fator
-Um estagio
-Cromogénico

Calculo do titulo do inibidor

Figura 8. Procedimentos do ensaio de inibidor

Resultados e interpretacédo: a diluicdo que fornece FVIII residual mais préximo de 50%, mas dentro da faixa de
25% a 75%, ¢ escolhida para o célculo do inibidor. Qualquer FVIII residual <25% ou >75% nao deve ser usado
nos célculos do nivel de inibidor. Um gréfico de % de FVIII residual versus unidades de inibidor pode ser feito em
papel log-log a partir da defini¢do da unidade de inibidor. Leia o nivel de inibidor correspondente ao FVIII residual
para cada mistura de teste e corrija a diluigdo. Por exemplo, se o valor mais préximo de 50% do fator residual foi
constatado na dilui¢do de 1/4 (ou seja, na mistura 1/4 + pool normal), o resultado, que serd préximo de 1 Unidade
Bethesda (UB), deve ser multiplicado por 4.

v Dilui¢do de 1/4 + pool normal

v" FVIIl residual = 50%

v Unidade de inibidor (do gréafico) = 1 UB

v Multiplicagéo pelo fator de diluigao (1/4) = 4 UB

Observacao: o ensaio de inibidor baseia-se na determinagéo do FVIII ou FIX residual da mistura de plasma de teste
e controle previamente incubada. Os ensaios de Bethesda e Nijmegen foram desenvolvidos utilizando um ensaio de
fator de coagulagdo de um estagio. No entanto, o teste de inibidores por meio desse ensaio apresenta limitagdes.
A formagao de codgulo neste teste pode ser afetada, por exemplo, pelo anticoagulante lupico (inibidores néo
especificos da coagulagéo) e por medicamentos como o emicizumabe. Uma alternativa para evitar esses problemas
é o uso de um método cromogénico. Outra vantagem do uso de um método cromogénico em vez de um ensaio de
coagulagdo é a maior exatiddo dos resultados. Uma amostra de paciente nao diluida com atividade residual >75%
pode ser relatada como <0,4 UB/mL. Para inibidores de FVIII, o Comité Cientifico e de Padronizagéo (SSC) da ISTH
recomenda considerar um resultado >0,6 UB/mL como positivo. Além da curva de calibragdo, o titulo do inibidor
pode ser calculado usando a férmula: (2-log %RA)/0,301. No caso de um inibidor do tipo |, a curva do plasma de
teste de um paciente mostra paralelismo com a curva de calibragdo. Ndo paralelismo com a curva de calibragéo
indica um padrao de inibidor do tipo Il com cinética diferente. Para inibidores com cinética tipo Il, use a menor
diluigdo que se aproxime de 50% da atividade residual para o célculo final do titulo do inibidor.
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Figura 9. Célculo de atividade de fator residual

Observacgées: os inibidores funcionais da hemostasia mais frequentemente encontrados sdo os anticoagulantes
lGpicos, que ndo sdo direcionados contra fatores de coagulagdo especificos e cuja presenga deve ser excluida
antes da realizagdo de testes para inibidores de fatores especificos. A quantificagdo do titulo do inibidor é realizada
em laboratério, preferivelmente por meio do ensaio de Bethesda modificado por Nijmegen Bethesda, pois
essa modificagdo oferece maior especificidade e sensibilidade em comparagdo ao ensaio de Bethesda original.
Resultados positivos para inibidor de FVIII abaixo de 2,0 UB podem ser confirmados com o método cromogénico,
que apresenta menor interferéncia analitica e maior exatiddo em comparagdo ao método de um estagio. O método
cromogénico também é a melhor opgéo se houver suspeita de anticoagulantes |Gpicos na amostra de teste ou se
a amostra contiver anticoagulantes terapéuticos, como heparina ou inibidores diretos de FXa ou Flla. Anticorpos
anti-FVIIl ndo neutralizantes que ndo séo detectados pelo ensaio de Nijmegen-Bethesda podem ser clinicamente
relevantes, pois podem aumentar o clearance de FVIIl e podem ser medidos por ELISA.

Ensaios de Inibidores do Fator de von Willebrand: a DVW ¢ considerada o distirbio hemorragico hereditario
mais comum conhecido em humanos, com prevaléncia populacional de 1% e prevaléncia sintomatica de 1 em
1000 (Bowman et al, 2010). As opg¢des de tratamento incluem a infusdo de concentrados de FVW, que geralmente
também contém FVIII, administrados para prevenir ou tratar episédios hemorragicos. Aloanticorpos contra FVW
apresentam prevaléncia entre 7 e 9,5% (James et al, 2013; Pagliari et al, 2023). Nesses casos, o tratamento com
concentrados de FVW ¢ ineficaz, e episédios de anafilaxia foram relatados com exposi¢do subsequente ao FVYW
(James et al, 2013). Como j& sabemos, a deficiéncia de FVW pode ser explicada por diferentes mecanismos
resultantes dos tipos de defeitos genéticos identificados. Essa variabilidade de defeitos genéticos contribui
para uma heterogeneidade de inibidores que tém como alvo diferentes epitopos da molécula de FVW. Por
esse motivo, a detecgdo laboratorial desses anticorpos é desafiadora (Connell et al, 2021; Miller, 2021; Sarji et
al, 1974). Em 1974, Sarji et al (1974) relataram pela primeira vez um caso de aloanticorpo contra FVYW em um
paciente politransfundido. O inibidor de FVW foi medido usando um método anédlogo ao método de Bethesda
para inibidores de FVIII (Sarji et al, 1974). Embora nédo haja padronizagédo na identificagédo de inibidores de FVW,
o método de Bethesda tem sido utilizado pela maioria dos laboratérios (Favaloro et al, 2022), com a diferenca de
utilizar métodos que avaliam a atividade do FVW em vez do teste de FVIIl ou FIX. Atualmente, existem diferentes
tipos de métodos disponiveis para detec¢ao da atividade do FVW, com diferentes sensibilidades e especificidades,
por isso é importante considerar que essa variabilidade de métodos influencia a sensibilidade e a especificidade
da detecgdo desses inibidores (Favaloro et al, 2022). Os anticorpos contra FVW n&do tém a caracteristica de serem
dependentes do tempo e da temperatura, podendo ser avaliados imediatamente apds o teste de mistura (Sarji
et al, 1974). O método classico do cofator de ristocetina, que avalia a interagdo do FVW com plaquetas fixadas
na presenca de ristocetina, assim como o método de avaliagdo de coldgeno e o método de ganho de fungéo,
sdo opgdes que ja foram avaliadas e demonstraram ser métodos com boa sensibilidade e estabilidade, apesar
de apresentarem resultados diferentes conforme discutido acima. Outros métodos disponiveis ainda ndo foram
avaliados para esse tipo de investigagdo. Métodos imunolégicos também foram descritos e detectam anticorpos
neutralizantes e ndo neutralizantes. Em relagdo ao desenvolvimento de autoanticorpos que caracterizam a DVW
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adquirida, pacientes com neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo um subgrupo que apresenta complicagdes
hemorréagicas relacionadas a atividade do FVW. Resultados falsos sdo observados em amostras de pacientes com
NMPs, dependendo da tecnologia aplicada. A investigagdo laboratorial de inibidores de FVW caracterizados
por aloanticorpos e autoanticorpos deve ser realizada com cautela, tendo em vista as diferentes possibilidades
metodolégicas. O desempenho de todos os métodos modernos atualmente disponiveis ainda ndo esté claro
(Noye et al, 2024; Favaloro et al, 2022).

Anticorpo Antidroga (ADA) no Laboratério de Coagulagdo - Emicizumabe: emicizumabe é um anticorpo
biespecifico que se liga a FIX/FIXa e FX/FXa humanos e age como mimético da fungao do FVIII. No entanto, nao é
regulado pelos mecanismos que regulam o FVIII (Mahlangu et al, 2018, Mahlangu et al, 2022). O teste de triagem de
TTPA é consideravelmente reduzido pelo emicizumabe (ou seja, abaixo da faixa de referéncia, independentemente
dos reagentes utilizados). Emicizumabe afeta todos os testes e ensaios laboratoriais baseados em TTPA. Emicizumabe
também interfere nos ensaios cromogénicos que medem FVIII usando FIXa e FX humanos, mas ndo naqueles que
usam FIXa e FX de origem bovina (Bowyer et al, 2021; Jenkins et al, 2020). Emicizumabe pode ser medido e
relatado em pg/mL por meio de ensaio de um estagio modificado com maior dilui¢do de amostra e calibrado com
calibradores especificos para emicizumabe. Anticorpos antidroga (ADAs) podem se desenvolver apés uma dose
Unica ou administragdo repetida de uma proteina terapéutica e podem afetar a farmacocinética, a farmacodinamica,
a eficacia e/ou a seguranca dessa proteina terapéutica. Estudos que avaliam as caracteristicas de ADA em pacientes
tratados com emicizumabe mostram que o teste de TTPA pode ser prolongado em conjunto com episédios
hemorragicos na presenga de anticorpos com agdo neutralizante (Novembrino et al, 2023; Valsecchi et al, 2021).
Nesse caso, quando o nivel de emicizumabe foi medido, mostrou redugéo significativa. A atividade neutralizante
desses anticorpos néo foi claramente identificada em métodos funcionais, mesmo no ensaio de Bethesda modificado
(Kaneda et al, 2021). O nivel da unidade Bethesda identificada parece ser menor do que o esperado em comparagao
ao teste que mede o nivel de emicizumabe. O papel dos testes funcionais para ADA ainda néo foi estabelecido, mas
eles podem ser complementares a medigdo do nivel plasmatico do medicamento nesses casos. A WFH recomenda
a medigao dos niveis de emicizumabe por meio de ensaio de um estagio modificado com maior diluigdo da amostra
e calibrado com calibradores especificos para emicizumabe (Srivastava et al, 2020).
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=K Investigacao Laboratorial de Doenca de Von
Willebrand, Tulasi Geevar
Nitty S. Mathews e Annette Bowyer

TOPICOS ABORDADOS

V' Ensaios de Atividade de Ligagdo Plaquetéria do FVYW v Interpretagdo dos Testes de Von Willebrand - Tulasi
- Nitty S. Mathews Geevar

4 Antigeno de Von Willebrand - Tulasi Geevar v Vari4veis Pré-analiticas no Diagnéstico de DVW -

V' Ensaio de Ligagdo do Fator de Von Willebrand ao Tulasi Geevar
Colageno - Tulasi Geevar v’ Testes no Repertorio para Diagnéstico de DVW -

V" Ensaio de Ligacéo ao Fator VIII - Tulasi Geevar Tulasi Geevar

v" Multimeros do Fator de Von Willebrand - Annette 4 Diagnostico de Doenca de Von Willebrand no
Bowyer Cenario de Poucos Recursos - Tulasi Geevar

Ensaios de Atividade de Ligacdo Plaquetaria do FVW (Ensaios de Atividade do FVW): com todas as diretrizes
utilizando a relagdo VWF:RCo/VWF:Ag para determinar se o paciente tem DVW tipo 1 (quantitativa) ou tipo 2
(qualitativa), o papel da atividade de ligagdo de VWF:glicoproteina Ib (GPIb) é de extrema importancia na classificagdo
da DVW. Um painel de diretrizes multidisciplinares estabelecido pela American Society of Hematology (ASH)
[Sociedade Americana de Hematologia], ISTH, National Hemophilia Foundation [Fundagdo Nacional de Hemofilia]
(NHF, agora National Bleeding Disorders Foundation (NBDF) [Fundagdo Nacional de Disturbios Hemorragicos])
e WFH sugere a realizagdo de ensaios mais recentes que medem a atividade de ligagdo plaquetéria do FVW (por
exemplo, VWF:GP1bM e VWF:GP1bR) em vez do ensaio convencional de cofator de ristocetina do FVW (VWF:RCo)
[Recomendagao 4] (James et al, 2021). O painel considerou que os novos ensaios apresentaram beneficios moderados,
refletindo o menor CV e a maior reprodutibilidade em comparagdo com VWF:RCo. O ensaio de VWF:GP1bR requer a
presenca de ristocetina adicionada e, portanto, pode estar sujeito aos mesmos problemas que o ensaio de VWF:RCo
em relagdo aos polimorfismos de ligagdo a ristocetina. Entretanto, ele utiliza um fragmento de GP1b recombinante
em vez de plaquetas. Em contraposicdo, o ensaio de VWF:GPIbM utiliza uma molécula de GPlba recombinante que
contém diversas mutagdes de ganho de fungdo; consequentemente, essa variante de GP1b liga-se ao dominio A1
do FVW mesmo na auséncia de ristocetina (Laffan et al, 2014). Em um estudo de EQA de 2022 sobre o programa de
testes de proficiéncia em FVW do College of American Pathologists [Colégio Americano de Patologistas] (Salazar et al,
2022), o CV geral para VWF:RCo variou de 14,6% a 23,5% para resultados em amostras normais e de 24,3% a 44,8%
para resultados em amostras com baixa atividade. Os CVs foram menores para VWF:GP1bM e VWF:Ab, variando de
8,0% a 34,8%, incluindo amostras normais e anormais. Um estudo que comparou diferentes ensaios de atividade de
ligagdo VWF:GP1b relatou que a sensibilidade e a especificidade para diferenciar entre DVW tipo 1 e tipo 2, com base
nas relagdes atividade/antigeno usando um ponto de corte de 0,7, foram 92% e 72,4% para VWF:RCo, 84% e 89,7%
para GP1bR e 92% e 85,1% para GP1bM (Vangenechten et al, 2018).
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Tabela 23. Resumo dos ensaios automatizados de atividade do FVW disponiveis comercialmente

Atividade do FVYW
- nomenclatura da

ISTH Principio Ensaios Método de deteccdo
VWF:RCo Agregacéo de plaquetas 1. Siemens Reagente de BC von | Aglutinagdo de plaquetas
liofilizadas induzida por Willebrand (Siemens, Marburg, liofilizadas
ristocetina Alemanha)
2. STA-VWF:Rco

(Diagnostica Stago, Franca)

VWF:GP1bR Ligacdo de FVW a um 1. HemoslL Atividade do Cofator | Aglutinagdo de esferas de latex
fragmento de GPIb de Ristocetina do FVW
recombinante induzida por 2. HemoslL AcuStar Atividade do

- : 2. Quimioluminescéncia
ristocetina Cofator de Ristocetina do FVW

(Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA, EUA)

VWF:GP1bM Ligagdo de FVW a um fragmento | Siemens Innovance VWF Ac Aglutinacgdo de esferas de latex
de GPlb com mutagédo de ganho

~ - _ (Siemens, Marburg, Alemanha)
de funcdo sem ristocetina

VWF:Ab Ligagdo de anticorpo HemoslL Atividade do FVW Aglutinacdo de esferas de latex
monoclonal a um epitopo do
dominio A1 do FVW (sitio de
ligagdo plaquetaria)

(Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA, EUA)

Aviso geral: os kits de reagentes/protocolos listados abaixo foram validados em um ou mais analisadores de
coagulagdo pelo fabricante para otimizar o desempenho do produto e atender as especificagdes do produto.
Modificagdes definidas pelo usuario podem ndo ser compativeis, pois podem afetar o desempenho do sistema
e os resultados do ensaio. E de responsabilidade do usuério validar modificagdes nessas instrugdes ou o uso dos
reagentes em analisadores que ndo estejam incluidos nas Fichas de Aplicagéo ou nas Instrugdes de Uso especificas
do fabricante.

Ensaios de atividade do FVW automatizados:

Ensaio do cofator de ristocetina do FVW (VWF:RCo): diluicdes de um padrao (cujo valor do cofator de ristocetina
é conhecido) sdo preparadas e misturadas com plaquetas liofilizadas, de modo que uma quantidade conhecida de
cofator seja adicionada as plaquetas. A agregagédo induzida por ristocetina é entdo medida e uma curva padrdo é
tragada. As amostras de teste sdo tratadas de forma semelhante e o valor do cofator de ristocetina é calculado a
partir do gréfico do padrdo. Amostra primaria: Plasma citratado.

Reagentes:

v' Plaquetas liofilizadas fixadas (Reagente de BC von Willebrand®, Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg,
Alemanha)

v" Solug3o salina normal

v’ Plasma de calibracéo

v" Plasma de paciente e plasmas de controle (controle normal [por exemplo: plasma de controle N] e controle
anormal de nivel baixo [por exemplo: plasma de controle P])

v" Reagente de ristocetina (por exemplo: Revohem, 25 mg/mL; reconstitua com 0,625 mL de dgua destilada
e misture bem)

v Agua destilada
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Preparacdo dos reagentes:

v" Primeiro reconstitua o reagente de Von Willebrand com 4 mL de dgua destilada e dilua com 7 mL de solucéo
salina. Verifique a contagem de plaquetas, que deve estar entre 2.000.000 e 2.050.000/cumm. Adicione 50,0
pL de reagente de ristocetina para 950 pL de plaquetas.

v" Reconstitua o plasma calibrador com exatamente 1 mL de dgua destilada. Deixe o material reconstituido em
temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos. Em seguida, agite o frasco suavemente antes de usar. O
material permanece estavel por 8 horas a 15-25°C. Pode ser congelado e armazenado a -80°C ou menos.

v' Plasma de controle anormal (plasma de controle P). Reconstitua o plasma de controle P com exatamente
1 mL de &gua destilada ou deionizada. Agite cuidadosamente para dissolver sem formagdo de espuma e
deixe em temperatura ambiente (18-25°C) por 15 minutos. Antes de usar, agite novamente com cuidado.

v" Controle normal (plasma de controle N). Reconstitua o plasma de controle N com exatamente 1 mL de
agua destilada ou deionizada. Agite cuidadosamente para dissolver sem formagéo de espuma e deixe em
temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos. Antes de usar, agite novamente com cuidado.

Procedimento:

v Os reagentes necessarios (plaquetas liofilizadas com ristocetina), solugdo salina normal e calibrador sao
carregados no analisador de coagulacéo.

v" A curva padrdo ¢é executada.

v Apbds o término da calibragédo, a curva de calibragdo deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva
de calibrag&o utilizada na determinacao dos resultados.

v’ Analise a amostra de teste.

Protocolo de CQ:

Analise o controle normal (plasma de controle N) e o controle anormal de nivel baixo (plasma de controle P).
Observagdo: Os controles e o plasma calibrador precisam ser adquiridos separadamente.

Possivel interferéncia:

v Plaquetas nao diluidas corretamente.
v' Alteracdo na concentracao de ristocetina.

Interpretagao dos resultados:
Os resultados sdo relatados em %.

Valores esperados (avaliados no sistema BCS; Siemens, Marburg, Alemanha):

Grupo sanguineo % de normalidade
Todos (n = 185) 58-172
O 49-142
A+B+AB 66-183

Ensaio de VWF:GPIbR (HemosIL® AcuStar Atividade do Cofator de Ristocetina do FVW¢; Instrumentation Laboratory,
MA, EUA): este ensaio é um imunoensaio de duas etapas que quantifica a atividade de VWF:RCo em plasma humano
citratado, utilizando particulas magnéticas como fase sélida e um sistema de detecgdo quimioluminescente. Na
primeira etapa, a amostra é misturada com o tampéao de ensaio contendo ristocetina e as particulas magnéticas sdo
revestidas com um fragmento recombinante do receptor plaquetério glicoproteina de FVW (rGPlba) por meio de
um anticorpo monoclonal especifico que orienta o fragmento de GPlba de forma adequada a interagir com o FVW
da amostra de paciente na presenca de ristocetina. O FVW presente na amostra liga-se as particulas magnéticas
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de maneira proporcional a atividade do seu cofator de ristocetina. Apds separagdo magnética e lavagem, um
anticorpo monoclonal anti-FVW marcado com isoluminol é adicionado e incubado em uma segunda etapa. Apds
nova separagdo magnética e lavagem, dois acionadores sdo adicionados e a reagdo quimioluminescente resultante
é medida em unidades relativas de luz (RLUs) pelo sistema éptico ACL AcuStar. Isso é proporcional a concentragao
da atividade de VWF:RCo na amostra.

Amostra primaria: plasma citratado.
Reagentes (composigao do kit):
v" Cartucho de VWF:RCo para 25 determinagdes

Cada cartucho contém 1 frasco de suspensao de particulas magnéticas revestidas com rGP1ba por meio de um anticorpo
monoclonal de camundongo especifico, 1 frasco de tampao de ensaio contendo sulfato de ristocetina, 1 frasco de marcador
contendo um anticorpo monoclonal de camundongo anti-FVW marcado com isoluminol e 1 frasco de diluente de amostra.
Os reagentes estdo em tampao citrato ou HEPES contendo BSA, IgG de camundongo, estabilizantes e conservantes.

v" Calibrador 1 de VWF:RCo: Solugdo salina de HEPES contendo BSA, IgG de camundongo, estabilizantes e
conservantes.
v Calibrador 2 de VWF:RCo: Plasma humano liofilizado contendo tampéo, estabilizantes e conservantes.

Preparagao/procedimento:

v Inverta o cartucho suavemente 30 vezes, evitando a formagdo de espuma.

V' Apbs a ressuspensao completa das microparticulas, coloque o cartucho sobre uma superficie sélida e remova
cuidadosamente a aba de transporte do cartucho.

v Pressione as duas abas nas laterais da tampa perfurante (cor cinza) e aplique pressdo na parte superior do
cartucho até que ele se encaixe.

v" Assim que o cartucho estiver firme, carregue-o no instrumento.

v Os frascos de calibrador diluido sdo transferidos para os respectivos tubos plasticos com cédigo de barras e
carregados no analisador (ACL AcuStar).

v" A curva padrdo é executada.

v" Apds o término da calibragao, a curva de calibragdo deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva
de calibracdo utilizada na determinacao dos resultados.

v Analise a amostra de teste.

Controle de qualidade:

v" Recomenda-se o uso de dois controles de nivel (adquiridos separadamente).
v" Cada laboratério deve estabelecer sua propria média e desvio padréo.

Rastreabilidade de calibradores e controles:

Os valores relatados foram determinados em multiplas execugdes no sistema ACL AcuStar, utilizando lotes
especificos de reagentes e em relagdo a um padréo interno, cujo valor foi atribuido em relagdo ao material de
referéncia internacional atual para FVW e FVIII.

Resultados:

Os resultados de VWF:RCo sdo relatados em % que equivale a Ul/dL.
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Tabela 24. Valores esperados para VWF:RCo

HemoslL AcuStar VWF:RCo
Tipo sanguineo ABO Numero de amostras testadas (VWF:GP1bR)
Todos 287 45,6 -176,3%
O 163 43,8 -161,5%
A+B+AB 124 53,8 -210,8%

Observacao: recomenda-se que cada laboratério estabeleca suas préprias faixas normais de VWF:RCo, dependendo
da populagdo atendida e da técnica, método e equipamento utilizados. Linearidade: 0,5-200,0%. Limite de
deteccdo: 0,17%.

Ensaio de VWF:GPIbM (Innovance® VWF Ac; Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemanha): o principio do
ensaio utiliza a ligagdo do FVW ao seu receptor GPlb. Particulas de poliestireno sdo revestidas com um anticorpo
contra GPlb. GPlb recombinante (incluindo duas mutagdes de ganho de fungdo) ¢ adicionado e se liga ao anticorpo,
bem como ao FVW da amostra. Devido as mutagdes de ganho de funcéo, a ligagdo do FVW ao GPlb nao requer
ristocetina. Essa ligagdo do FVW induz aglutinagdo de particulas, que pode ser medida como aumento na extingdo
por medi¢des turbidimétricas.

Amostra priméria: plasma citratado.

Tabela 25. Reagentes (composicdo do kit) Innovance® VWF Ac

Innovance® VWF Ac Ingredientes Concentragao Origem

REAGENTE | Tampéo, sacarose, particulas de poliestireno revestidas 2,2g/L Camundongo
com anticorpos monoclonais anti-GPlb, anfotericina B,
gentamicina

REAGENTE Il Solugéo salina tamponada, reagente bloqueador <1g/L
heterofilico, detergente, polivinilpirrolidona, azida sédica

REAGENTE llI Solugéo salina tamponada, GPlb recombinante, <80 mg/L
anfotericina B, gentamicina

Preparacdo/procedimento:

v" Os reagentes (RI, Rll e RIll), o tamp&o imidazol e o calibrador sdo carregados no analisador.

v" A curva padrdo é executada.

v' Apds o término da calibragdo, a curva de calibragdo deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva
de calibragdo utilizada na determinagéo dos resultados.

v Analise a amostra de teste.

Calibragao: uma curva padréo é gerada pela determinagdo automatica de diferentes diluicdes de plasma humano
padrao e tampé&o veronal de Owren. A curva padrao deve ser gerada novamente se houver alteragdo no instrumento
ou no lote de Innovance® VWF Ac utilizado, ou se os resultados do controle estiverem fora da faixa aceitavel. A
calibragéo do ensaio é realizada com plasma humano padrao, calibrado em relagéo ao valor de VWF:RCo do padrao
internacional para coagulagédo sanguinea (FVIIl e FVW no plasma).

Amostras inicialmente acima da faixa de calibragdo séo diluidas pelo instrumento, resultando em uma faixa de
medicdo de até 600% do normal.

Controle de qualidade:

v" Os controles (dois niveis) devem ser adquiridos separadamente
v Faixa normal: Plasma de controle N
v Faixa patolégica: Plasma de controle P
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Resultados:

v Os resultados sdo relatados como % de normalidade
v 100% = 1 Ul/mL

Valores esperados: amostras de plasma recentes obtidas de doadores aparentemente sadios foram testadas por
meio do ensaio Innovance® VWF Ac no Sistema BCS®/BCS® XP com os resultados (percentil 2,5 a 97,5) mostrados
na Tabela 26.

Tabela 26. Valores esperados para o ensaio Innovance® VWF Ac

Grupo sanguineo Nimero de amostras testadas % de normalidade
Todos 263 47,8-173,2
O 129 46,3 -145,6
A+B+AB 134 61,4-179,1

Observagéao: recomenda-se que cada laboratério estabelega suas préprias faixas normais de VWF:RCo, dependendo
da populagédo atendida e da técnica, método e equipamento utilizados.

Linearidade: 4 a 150%
Limite de deteccao: 2,2%

Ensaio de VWF:Ab (HemosIL® Atividade do FVW, Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, EUA): o kit de atividade
do FVW é um ensaio imunoturbidimétrico com particulas de latex que quantifica a atividade do FVW no plasma. A
atividade do FVW é determinada pela medigdo do aumento da turbidez produzido pela aglutinagdo do reagente
de latex. Um anticorpo monoclonal anti-FVW especifico adsorvido no reagente de latex, direcionado contra o sitio
de ligagdo plaquetéria do FVW (receptor GPlb), reage com o FVW do plasma do paciente. O grau de aglutinagdo
é diretamente proporcional a atividade do FVW na amostra e é determinado pela medigdo da diminuigédo da luz
transmitida causada pelos agregados.

Amostra priméria: plasma citratado.
Reagentes (composicao do kit):

v" Reagente de latex: suspenséo liofilizada de particulas de latex de poliestireno revestidas com anticorpo
monoclonal de camundongo anti-FVW purificado, direcionado contra um epitopo funcional do FVW,
contendo albumina sérica bovina, estabilizantes e conservantes.

v' Tampao: tampéo tris contendo albumina sérica bovina, estabilizantes e conservantes.

Preparacéo:

v' Tampéo: pronto para uso

v" Reagente de latex: dissolva o contetido de cada frasco despejando todo o contetido de um frasco de tampé&o
em um frasco de reagente de latex. Recoloque a tampa e agite suavemente por no minimo 20 segundos até
dissolver completamente o latex liofilizado. Certifique-se da reconstituigdo completa do produto. Ele deve
se apresentar na forma de suspensédo homogénea e levemente leitosa. Mantenha o reagente a 15-25°C por
30 minutos e inverta para misturar antes de usar. Nao agite. Observagéo: Evite a formagdo de espuma ao
homogeneizar os reagentes reconstituidos. Bolhas na superficie dos liquidos podem interferir nos sensores
de liquido do instrumento.

Controle de qualidade: plasma de calibragdo, controles normal e anormal (adquiridos separadamente) sdo
recomendados para um programa completo de controle de qualidade. Controle Normal e Controle de Teste Especial
Nivel 1 sdo projetados para este programa. Cada laboratério deve estabelecer sua prépria média e desvio padréo.

Resultados: os resultados da atividade do FVW s3o relatados em % de normalidade.
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Tabela 27. Valores esperados para o ensaio de VWF:Ab HemoslL® Atividade do FVW

Grupo sanguineo Nimero de amostras testadas % de atividade do FVW
O 132 40,3-125,9
A+B+AB 134 48,8 -163,4

Observagao: em razéo das inimeras varidveis que podem afetar os resultados, cada laboratério deve estabelecer
sua prépria faixa normal para a atividade do FVW.

v’ Linearidade: 19-130%
v’ Limite de detecgdo: 3,2%

Antigeno de Von Willebrand (VWF:Ag): o ensaio de VWF:Ag é um ensaio quantitativo que mede a quantidade total de proteina
FVW presente na amostra, que inclui formas funcionais e disfuncionais. Os niveis de VWF:Ag podem ser quantificados por
métodos imunoldgicos que incluem ELISA, imunoensaio de latex (LIA) automatizado e, mais recentemente, imunoensaio
quimioluminescente (CLIA). Os ensaios de VWF:Ag séo geralmente muito confidveis e reprodutiveis. O limite inferior de
deteccao varia entre os ensaios, com o LIA tendendo a ter um limite ligeiramente mais alto e os ensaios CLIA com o menor
limite de detecgdo. O VWF:Ag é um teste essencial no diagnéstico de DVW, mas ¢ limitado, pois avalia apenas a presenca
de FVW e n3o avalia sua fungdo. Usado isoladamente, o VWF:Ag sé consegue identificar a DVW tipo 3 quando ha niveis
indetectaveis de VWF:Ag, geralmente inferiores a 3 Ul/dL. De acordo com as diretrizes da British Society for Haematology
(BSH) [Sociedade Briténica de Hematologia] e da United Kingdom Haemophilia Centre Doctors’ Organisation (UKHCDO)
[Organizagdo de Médicos de Centros de Hemofilia no Reino Unido], o diagnéstico de DVW tipo 3 requer um ensaio de
VWF:Ag capaz de medir niveis <1 Ul/dL. Outros ensaios funcionais ou de atividade do FVW com célculo das razdes entre
atividade e antigeno do FVW sé&o necessérios para o diagnéstico e a diferenciacdo de DVW tipo 1 e tipo 2. A faixa normal
do valor de VWF:Ag varia de acordo com o laboratério, mas é geralmente aceita entre 50 e 200 Ul/dL. Niveis abaixo de
50 Ul/dL sdo considerados baixos, embora precisem ser correlacionados com o histérico de sangramento e outros ensaios
de atividade do FVW para o diagnéstico de DVW. Sabe-se que individuos com tipo sanguineo O apresentam redugdo de
25% nos niveis de FVW em comparagdo com individuos do grupo sanguineo nao O e, portanto, tém maior probabilidade
de serem diagnosticados com DVW tipo 1. No entanto, o fenétipo de sangramento de individuos com DVW é semelhante,
independentemente do grupo sanguineo. Portanto, faixas de referéncia especificas para ABO n&o sdo necessarias. O
protocolo para o ensaio ELISA de VWF:Ag por ELISA, LIA e CLIA esta listado abaixo.

Antigeno de Von Willebrand (VWF:Ag) por ELISA: ensaio ELISA para a determinagdo quantitativa de antigeno do FVW
(VWF:Ag) em plasma humano citratado. Um pogo de microtitulagdo é revestido com um anticorpo (anticorpo de captura)
especifico contra FVW. Dilui¢des de plasma de teste e padrdo séo adicionadas e incubadas, durante as quais o FVW se liga
ao anticorpo de captura na placa. Apds a lavagem, um segundo anticorpo anti-FVW marcado com enzima (anticorpo de
detecgdo) é adicionado e se liga ao FVW ligado a placa. A quantidade de anticorpo ligado e, portanto, de FVW presente na
amostra, é quantificada pela adigédo de substrato enzimético seguido pelo desenvolvimento de cor. Amostra primaria: 3,2%
de sangue citratado.

Materiais e Reagentes:

v' Placa de microtitulagdo

v" Anticorpo de captura/revestimento: Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano (Dako, cédigo n® 0082)
v Anticorpo de detecgdo/marcagéo: Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano/HRP (Dako, cddigo n® 0226)
v' Tampao de revestimento de bicarbonato

v" Tampao de diluigdo

v Tampao de lavagem

v Tampao de substrato

v" Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma P8287)

v H,S0O,15M

v" Calibrador: PNP ou plasma comercial padréo

v" PPP citratado de paciente
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Plasma de controle normal e anormal
Peroxido de hidrogénio a 30%
Lavadora e leitor de placas ELISA
Pipetas e ponteiras

Banho-maria a 37°C

Seladores de placas

Misturador vortex

AN N N N RN

Preparacdo dos reagentes:
Tampao de revestimento de bicarbonato:

Carbonato de sédio (Na,CO,): 0,16 g

Bicarbonato de sodio (NaHCO,): 0,294 g

Dissolva em agua destilada e complete o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 9,6.
Adicione aproximadamente 100 uL de corante vermelho. Prazo de validade de 2-3 semanas.

Q0 oo

Tampéo estoque concentrado:

a. Dihidrogenofosfato de sédio (NaH,PO,.2H,0): 0,975 g
b. Hidrogenofosfato dissédico (Na,HPO,.12H,0): 6,7 g
c. Cloreto de sédio (NaCl): 70,55 g

Dissolva em agua destilada, misture bem com agitador magnético em baldo volumétrico de fundo plano e, por fim, complete
o volume até 250 mL.

Tampao de lavagem: dilua o tamp&o estoque concentrado 1:10 (ou seja, 100 mL de tamp&o estoque concentrado para
900 mL de 4gua destilada). Adicione 2 mL de Tween 20. Misture bem e armazene a 4°C. Prazo de validade de 2 semanas.

Tampao de marcacéo e diluicdo: dissolva 3 gramas de PEG em 100 mL de tamp&o de lavagem com alto teor de sal.
Adicione 100 pL de corante verde. Prazo de validade de 2 semanas.

Tampao de substrato: dissolva 0,73 g de écido citrico e 2,4 g de hidrogenofosfato dissédico em dgua destilada e complete
o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 5,0. Prazo de validade de 2 meses.

Acido sulfdrico 1,5 M: adicione 16,5 mL de acido sulfurico concentrado a 180 mL de dgua. Sempre adicione o acido
a agua.

Procedimento:

Revestimento das placas: as placas devem ser revestidas no dia anterior ao que forem utilizadas. As placas podem ser
revestidas 16-96 horas antes do uso. Dilua o anticorpo de revestimento 1:1000 em tamp&o COAT, ou seja, 12 yLem 12 mL
de tamp&o COAT. Misture delicadamente e adicione 100 plL a cada pogo. Sele com plastico e incube a 40°C durante a noite.

Procedimentos do ensaio: prepare diluigdes para a curva padrdo, conforme mostrado:

v Para preparar a solugdo estoque: dilua 50 pL do pool de plasma normal em 3,95 mL de tampao de diluigédo
(1,80). Prepare uma série de padrdes a partir desse estoque, conforme mostrado abaixo:

Solugéo estoque 125% (S1)

0,8 mL de estoque + 0,2 mL de tampéao 100% (S2)
0,6 mL de estoque + 0,4 mL de tampéo 75% (S3)
0,4 mL de estoque + 0,6 mL de tampé&o 50% (S4)
0,2 mL de estoque + 0,8 mL de tampé&o 25% (S5)
0,1 mL de estoque + 0,9 mL de tampé&o 12,5% (S56)

e a0 oo
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g. 0,05% de estoque + 0,95 mL de tampao 6,25% (S7)
h. 1,00 mL de branco de tampao

v Dilua amostras de paciente e controle em 2 diluigdes, 1:100 e 1:200, em tampéao de dilui¢do (ou seja, 10 pL
em 990 pL e 500 pL de tampao diluido 1:100 + 500 pL).

v Lave trés vezes com tampao de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imerséo de
trés minutos entre cada lavagem. Apods a Ultima aspiragao, retire o excesso de liquido e verifique se ndo ha bolhas.

v" Adicione 100 pL de padroes, testes e brancos, em duplicata, aos pogos da placa revestida utilizando o seguinte

formato:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S1 T1 T1 T5 T5 T9 T9 T13 T13 T17 T17
B S2 S2 T T T5 T5 T9 T9 T13 T13 T17 T17
C S3 S3 T2 T2 T6 T6 T10 T10 T14 T14 T18 T18
D S4 S4 T2 T2 T6 T6 T10 T10 T14 T14 T18 T18
E S5 S5 T3 T3 T7 T7 T11 T11 T15 T15 Q1 Q1
F S6 S6 T3 T3 T7 T7 T11 T11 T15 T15 Q1 Q1
G S7 S7 T4 T4 T8 T8 T12 T12 T16 T16 Q2 Q2
H BK BK T4 T4 T8 T8 T12 T12 T16 T16 Q2 Q2

$1-S7 - diluigdes do padréo; T — plasma de teste; BK - branco

v" Cubra com selante de placa. Incube por 1 hora em banho-maria a 37°C.

v’ Lave trés vezes com tampao de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imersao de trés
minutos entre cada lavagem. Apds a Ultima aspiragéo, retire o excesso de liquido e verifique se ndo ha bolhas.

v Dilua o anticorpo de detecgdo/marcagdo de FVW 1:4000 (ou seja, 5 pL em 20 mL de tampao de marcagao).

v" Misture delicadamente e adicione 100 pL de anticorpo de marcagdo diluido a cada pogo. Cubra com selante de
placa. Incube por 1 hora em banho-maria a 37°C.

v’ Lave trés vezes com tampao de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imers3o de trés
minutos entre cada lavagem. Apds a Ultima aspiragéo, retire o excesso de liquido e verifique se ndo ha bolhas.

v Durante a lavagem, prepare a solugéo de substrato da seguinte forma: dissolva um comprimido de OPD de 10
mg em 15 mL de tampé&o de substrato. Deixe a solugdo preparada atingir a temperatura ambiente. Imediatamente
antes do uso, adicione 7 pL de peroxido de hidrogénio a 30%.

v" Usando um cronémetro, adicione 100 pL da solugdo de substrato a cada pogo. Incube por 8-10 minutos em bancada.

v’ Interrompa a reagédo adicionando 100 uL de H,SO, 1,5 M a cada pogo EXATAMENTE no mesmo intervalo de tempo
em que o substrato foi adicionado. Agite a placa para misturar.

v Selecione o programa apropriado (492 nm) no leitor de placas Lab Systems e trace a curva de calibragdo usando
papel milimetrado linear. As placas devem ser lidas em até 30 minutos apds a concluséo. Se houver atraso, armazene
as placas em um armario escuro por até 4 horas.

v Para calcular os resultados: leia a diluigdo 1:100 diretamente da calibragdo, multiplique a diluigdo 1:200 por dois e
calcule a média dos resultados. Inclua apenas os resultados que se enquadrarem na curva padrao.

Protocolo de controle de qualidade: analise o controle normal e o controle anormal (nivel baixo) juntamente com cada
lote. Se disponivel, inclua uma amostra de DVW tipo 3 como controle.

Interpretagao dos resultados: os resultados séo relatados como % ou Ul/dL.

Antigeno de Von Willebrand por LIA automatizado: LIA automatizado é usado para a determinagdo quantitativa de
antigeno do FVYW (VWF:Ag) em plasma humano citratado. Esse é o método mais comumente utilizado para estimar os niveis
de VWF:Ag. O kit de VWF:Ag automatizado é um ensaio imunoturbidométrico com particulas de latex que quantifica VWF:Ag
no plasma. Quando o plasma contendo VWF:Ag é misturado com o reagente de latex e o tamp&o de reagdo incluidos no
kit, as particulas de latex revestidas se aglutinam. O grau de aglutinagdo é diretamente proporcional a concentragdo de
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VWF:Ag na amostra e é determinado pela medigdo da diminuigdo da luz transmitida causada pelos agregados. Existem
varios kits de ensaio de VWF:Ag baseados em LIA disponiveis comercialmente. O protocolo abaixo é para o kit HemoslL
VWF:Ag da Instrumentation Laboratories, mas outros ensaios também podem ser usados. A inclusdo desse método néo
constitui endosso do produto de uma empresa especifica. Caso use uma fonte comercial diferente, é importante seguir as
instrucdes do fabricante.

Reagentes e Materiais:

v Reagente de latex: 2 frascos de 3 mL de suspensdo de particulas de latex de poliestireno revestidas
com anticorpo policlonal de coelho direcionado contra FVW, contendo albumina sérica bovina, tampéo,
estabilizante e conservante

v Tampéo de reagdo: 2 frascos de 4 mL de tampao HEPES contendo albumina sérica bovina, estabilizantes

e conservantes

Diluente de fator (tampé&o imidazol)

Plasma calibrador (1 litro de plasma calibrador)

PPP citratado de paciente

AN N NN

Plasma de controle normal e anormal (nivel baixo)
v Agua destilada para reconstituicdo dos reagentes

Preparacdo dos reagentes, armazenamento e estabilidade dos reagentes:

v" Reconstitua o plasma calibrador com exatamente 1 mL de dgua destilada. Deixe o material reconstituido em
temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos. Em seguida, agite o frasco suavemente antes de usar. A
preparagao permanece estavel por 8 horas a 15-25°C. Pode ser congelada e armazenada a -80°C ou menos.

v Plasma de controle anormal (Dade P): reconstitua o controle P com exatamente 1 mL de agua destilada
ou deionizada. Agite cuidadosamente para dissolver sem formagdo de espuma e deixe em temperatura
ambiente (18-25°C) por 15 minutos. Antes de usar, agite novamente com cuidado.

v" Controle normal/pool de plasma normal: Mantenha o PNP em banho-maria a 37°C por 5 minutos, misture
delicadamente antes de usar.

v' Reagente de latex: adicione 2 mL de tamp&o de reagdo e misture bem sem bolhas de ar. Apds aberto,
permanece estavel por 3 meses a 2-8°C no frasco original ou por 1 semana a 15°C no ACL Top Family. Nao
congele.

v Tampao de reagdo: apds aberto, permanece estavel por 3 meses a 2-8°C no frasco original ou por 1 semana
a 15°C no ACL Top Family. N&do congele.

Detalhes da calibracao: carregue os reagentes apropriados (latex de VWF:Ag, tampéao de VWF:Ag, calibrador e diluente
de fator) no analisador automatico. Selecione o programa de calibragdo e execute-o. Assim que a calibragéo for concluida,
analise os resultados. Se ndo houver erros/falhas e a calibracdo for aceitavel, valide a curva de calibracdo. A calibracdo
é realizada quando ha alteragdo nos nimeros de lote dos reagentes ou nos principais componentes do instrumento,
conforme as exigéncias regulatérias locais ou a critério do laboratério.

Protocolo de controle de qualidade: execute pelo menos dois niveis de controle (controle normal e controle anormal)
junto com cada execugdo. Cada laboratério deve estabelecer sua propria média e desvio padrdo, além de estabelecer
um programa de controle de qualidade.

Procedimento: selecione o programa apropriado no instrumento e mantenha os reagentes necessarios (latex de VWF:Ag,
tamp&o de VWF:Ag e diluente de fator). Carregue as amostras e execute conforme as instrugdes do fabricante.

Resultados: os resultados sao relatados em % ou Ul/dL.
Faixa normal:

v" Grupo sanguineo O: 42,0-140,8 Ul/dL
v" Grupos sanguineos A, B e AB: 66,1-176,3 Ul/dL
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Limite de deteccao:

v" ACL Family: 3,5 Ul/dL
v ACL Top Family/ACL Top Family 5 series: 2,2 Ul/dL

Linearidade:

v ACL Family: 10-150 1U/dL

v" ACL Top Family/ACL Top Family 5 series: 8,5-250 IU/dL

v' Se a faixa linear for excedida, as amostras devem ser diluidas 1:4 com diluente de fator (100 pL de amostra
+ 300 pL de diluente). Dilui¢des adicionais até 1:16 podem ser realizadas, se necessario. Multiplique os
resultados pelo respectivo fator de diluigéo.

Antigeno de Von Willebrand por CLIA automatizado: CLIA automatizado é usado para a determinagdo quantitativa
de VWF:Ag em plasma humano citratado. O ensaio CLIA de VWF:Ag é um imunoensaio de duas etapas que quantifica
VWF:Ag em plasma humano citratado, utilizando esferas magnéticas como fase sélida e um sistema de detecgédo
quimioluminescente. Na primeira etapa, a amostra é misturada com particulas magnéticas revestidas com anticorpo
policlonal anti-FVW e tampé&o de ensaio. O FVW presente na amostra liga-se as particulas magnéticas revestidas com anti-
FVW. Na segunda etapa, apds separagdo magnética e lavagem, adiciona-se um anticorpo policlonal anti-FVW marcado
com isoluminol. A reagdo quimioluminescente é medida em unidades relativas de luz, que sao diretamente proporcionais
a concentragdo de VWF:Ag na amostra. Estudos com dados de EQA demonstraram que o método CLIA de VWF:Ag tem
o menor CV e o menor limite de detecgdo. Atualmente, o VWF:Ag pelo método CLIA é oferecido apenas pelo HemoslL
Acustar VWF:Ag e pode ser executado apenas no instrumento ACL Acustar.

Composicao dos reagentes:
O kit de VWF:Ag é composto por:

a. Cartucho de VWF:Ag para 25 determinagdes: cada cartucho contém 1 frasco de suspensédo de particulas
magnéticas liofilizadas revestidas com anticorpo policlonal de coelho anti-FVW, 1 frasco de tampé&o de ensaio,
1 frasco de marcador consistindo em anticorpo policlonal de coelho anti-FVW marcado com isoluminol e 1
frasco de diluente de amostra. Os reagentes estdo em tampao fosfato contendo albumina sérica bovina, IgG
policlonal de coelho, estabilizantes e conservantes.

b. Calibrador 1 de VWF:Ag: contém solug&o salina com conservantes.
Calibrador 2 de VWF:Ag: 2 frascos de plasma humano liofilizado contendo tampéo, estabilizantes e
conservantes.

Preparacéo e procedimento:

Cartucho de VWF:Ag: na primeira vez que o cartucho for usado, inverta-o suavemente 30 vezes, evitando a formagéo
de espuma, e verifique a ressuspensdo completa do frasco de microparticulas. Se as microparticulas ndo estiverem
totalmente suspensas, continue invertendo o cartucho até que esteja completamente ressuspenso. Siga as instrugdes
fornecidas para abrir o cartucho e carregé-lo no Sistema ACL AcuStar.

Calibrador 1 de VWF:Ag: é liquido e deve ser misturado por inversdo suave varias vezes antes do uso para garantir a
homogeneidade do calibrador.

Calibrador 2 de VWF:Ag: dissolva o contetido do frasco com 1 mL de &gua do tipo reagente de laboratério clinico
(CLR) ou equivalente. Recoloque a tampa e agite suavemente. Certifique-se da reconstituicdo completa do produto.
Mantenha o calibrador a 15-25°C por 30 minutos e inverta-o suavemente para misturar antes do uso. Nao agite. Apds
a reconstitui¢do, despeje todo o contetdo do frasco do calibrador no tubo pléstico vazio, devidamente rotulado e com
cédigo de barras, para uso no Sistema ACL AcuStar.
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Armazenamento e estabilidade dos reagentes:

Reagentes e calibradores fechados permanecem estaveis até a data de validade impressa no cartucho e nos rétulos dos
frascos, quando armazenados a 2-8°C.

Cartucho de VWF:Ag: a estabilidade apds aberto a 2-8°C no ACL AcuStar é de 8 semanas. Os cartuchos abertos devem
permanecer no ACL AcuStar.

Calibradores 1 e 2 de VWF:Ag: a estabilidade apds abertura e/ou reconstituicdo no ACL AcuStar é de 4 horas. Para
estabilidade ideal, remova os calibradores do sistema e armazene-os a 2-8°C em tubos plasticos com cédigo de barras
tampados.

Protocolo de controle de qualidade: execute pelo menos dois niveis de controle (controle normal e controle anormal)
junto com cada execugdo. Cada laboratério deve estabelecer sua propria média e desvio padrdo, além de estabelecer
um programa de controle de qualidade.

Procedimento: selecione o programa apropriado no instrumento e mantenha os reagentes necessarios. Carregue as
amostras e execute conforme as instrucdes do fabricante.

Resultados: os resultados sdo relatados em % ou Ul/dL.
Faixa normal:

Todos os grupos sanguineos: 52,2-177,9 Ul/dL

Grupo sanguineo O: 48,2-157,2 Ul/dL

Grupos sanguineos A, B e AB: 59,6-210,5 Ul/dL

Limite de deteccao:

ACL AcuStar: 0,13 1U/dL

Linearidade:

ACL Family: 0,3-400 IU/dL

Quando a fung¢do de repeticdo do instrumento é ativada, o instrumento realiza uma diluigdo automética e corrige o
resultado final para o fator de diluigdo (20x), expandindo assim a faixa para 8000 Ul/dL. O ensaio ndo ¢ afetado pelo
efeito prozona.

Ensaio de Ligacdo do Fator de Von Willebrand ao Colageno (VWF:CB): o FVW é uma proteina plasmética com diversas
fungdes e atividades. O FVW age como uma ponte adesiva entre as plaquetas e a parede dos vasos. Liga-se as plaquetas,
principalmente por meio do receptor GPlb, utilizando seu dominio A1, e ao coldgeno subendotelial, principalmente
por meio do dominio A3, promovendo a adesdo plaquetéria. A capacidade de ligagéo plaquetéria do FVW pode ser
avaliada utilizando o ensaio do cofator de ristocetina (VWF:RCo) ou outros ensaios de ligagdo do GPlb mais recentes,
sendo o ensaio de atividade do FVW mais comumente utilizado. Porém, VWF:RCo e VWF:CB avaliam diferentes fun¢des
do FVW. VWF:CB depende da capacidade do FVW de aderir ao coladgeno e é dependente da presenca de multimeros
de alto peso molecular (HMW) e um sitio de ligagdo ao colédgeno intacto. O coldgeno tem baixa afinidade por dominios
de ligagdo do FVW Unicos e requer FVW multimérico grande para associagéo estreita com o coldgeno. Essa propriedade
do VWF:CB ¢ utilizada para detectar perda de multimeros de HMW, o que pode diferenciar entre o tipo 2A/2B (perda de
multimeros de HMW) e o tipo 2M (distribuicdo de multimeros normais). As recentes diretrizes sobre DVW de 2021 sugerem
o uso de anélise de multimeros ou VWF:CB para discriminar DVW tipo 2M do tipo 2A/2B. VWF:CB é mais comumente
realizado usando um método baseado em ELISA. Diversos ensaios ELISA comerciais estdo disponiveis no mercado.
Deve-se ter cuidado ao escolher o ensaio otimizado para detectar preferivelmente FVW de HMW. Mais recentemente,
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ele também pode ser realizado no analisador automatizado Acustar, que utiliza um CLIA. O ensaio de VWF:CB Acustar é
um imunoensaio de duas etapas, no qual particulas magnéticas atuam como fase sélida e sdo revestidas com peptideo
de tripla hélice de colageno tipo Ill. O FVW presente na amostra liga-se as particulas magnéticas proporcionalmente a sua
capacidade de ligagéo ao colageno, medida por um sistema de detecgdo quimioluminescente.

Aqui, descrevemos um método interno baseado em ELISA para VWF:CB: esse ensaio testa a capacidade do FVW
derivado de plasma de paciente de se ligar ao coldgeno previamente revestido em placas de microtitulagéo de 96 pogos.
O FVW adsorvido ao colageno imobilizado é detectado por um anticorpo policlonal marcado com enzima e subsequente
reagdo de substrato, que é monitorada fotometricamente com um leitor de ELISA. E melhor usar uma mistura de ~95%
de colégeno tipo | (ligagdo fraca ao FVYW) e ~5% de colageno tipo il (boa ligagdo ao FVW) para obter boa seletividade
para FVW de HMW. Alternativamente, uma concentragdo menor de colageno tipo Ill (1-5 pg/mL) também pode ser
usada. Niveis reduzidos de VWF:CBA estardo presentes em individuos com defeitos quantitativos ou qualitativos. Como
esse ensaio isoladamente ndo permitira a classificacdo da DVW, é importante que esse ensaio funcional seja realizado em
conjunto com o ensaio de VWF:Ag e VWF:RCo.

Amostra primaria: sangue citratado.
Materiais e reagentes:

v" Coldgeno com uma mistura de ~95% de coladgeno tipo I/~5% de colédgeno tipo Ill (Horm Collagen,
colageno ICN)

v Tampéao de dilui¢do e tampao de lavagem (PBS com Tween 20)

v" Tampao de substrato: tampéo acetato de sédio/acido citrico 0,1 M

v’ Perdxido de hidrogénio (H,O,) a 30%

v Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano conjugado com HRP (Dako)

v Placas de microtitulagdo EIA de 96 pogos

v" PPP citratado de paciente, PNP e plasma de controle anormal

v H,50,2M

v" Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD)

Preparacdo dos reagentes:
PBS (pH 7,4) com Tween 20:

Cloreto de sédio (NaCl): 8,0 g

Cloreto de potassio (KCI): 0,20 g

Hidrogenofosfato dissédico (Na,HPO,-12H,0): 2,90 g

Dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,-H,0): 0,20 g

Complete o volume até 1,0 L e ajuste o pH para 7,4. Adicione 500 pL de Tween 20.

© oo oo

Tampao de substrato:
Tampéo acetato de sodio/acido citrico 0,1 M

Dissolva 13,6 g de acetato de sédio em 100 mL de dgua destilada e ajuste o pH para 6,0 usando acido citrico 1 M (52,14
g por 250 mL de 4gua destilada).

H,SO, 2 M:

Adicione 10,65 mL de H,SO, concentrado a 89,35 mL de dgua destilada.
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Procedimento:

v" Revista as placas de ELISA com colageno. Misture delicadamente o coldgeno por inversdo antes do uso.
Dilua 200 pL de colageno estoque em 20 mL de PBS, misture bem e, em seguida, adicione 200 pL a cada
pogo. Sele e mantenha em caixa Umida por 24-48 horas.

v Lave a placa com PBS trés vezes (intervalo de trés minutos para cada lavagem). Retire o excesso de
tampéo e verifique se ndo ha bolhas de ar.

v" Faga uma pré-diluicdo 1:10 de cada amostra de teste (ou seja, adicione 20 pL de amostra a 180 pL de PBS
nos tubos de ensaio). Inclua também os controles na execugéo.

v" A curva de calibragdo é executada de 400% a 0%. Identifique os tubos de A a H. Coloque 180 pL de
tamp&ao em um tubo de ensaio e adicione 120 pL de PNP (tubo A). Adicione 150 pL de tampao dos tubos
B a G. Dilua os tubos em série, retirando 150 pL do tubo A para o tubo B e até o tubo G.

AN

O tubo H serve como branco. Adicione apenas 200 plL de tampao.

AN

Adicione 180 pL de tampédo em todos os pogos apds lavar as placas revestidas de coldgeno trés vezes
(conforme descrito na etapa 2).

Adicione 20 pL de padrdo diluido em série de Aa G.

Adicione 20 pL de amostra pré-diluida e controles em triplicata.

Sele e incube a 22°C (temperatura ambiente em caixa Umida) por 2 horas.

AURNIENIRN

Lave a placa trés vezes com PBS e adicione anticorpo conjugado com peroxidase pré-diluido (diluigdo
1:1000, ou seja, 22 pL de anticorpo HRP-TAG anti-FVW para 22 mL de PBS). Adicione 200 pL a cada pogo.
Incube por 2 horas em temperatura ambiente.

AN

Lave a placa trés vezes com PBS.

Adicione 200 pL de substrato. Para isso, dissolva um comprimido de OPD 10 mg em 22,5 mL de 4gua destilada e
2,5 mL de tampao de substrato estoque. Adicione 15,0 uL de H,0, a 30% ao substrato imediatamente antes do uso.
v" Aguarde 15-20 minutos para o desenvolvimento de cor e adicione 50 pL de H,SO, 2M para interromper a

<

reagdo. Faca a leitura em um leitor de ELISA com filtro de comprimento de onda de 492 nm.

Protocolo de controle de qualidade: analise o controle normal (PNP) e o controle anormal de nivel baixo (Dade P)
em cada execugdo. Se disponivel, também pode ser incluida uma amostra de paciente sabidamente com DVW.
Limite de detecgdo: 0-400%.

Interpretacao dos resultados: VWF:CB permite o diagnéstico mais exato de DVW e reduz erros de classificagdo e
possiveis diagndsticos omitidos. Estudos demonstraram que as taxas de erro diagnéstico de DVW sdo reduzidas em
50% com a adigdo de VWF:CB a um painel de quatro testes (ou seja, FVIII, ensaios baseados em VWF:RCo ou GPlb,
VWF:Ag, e VWF:CB) em comparagdo com o painel de trés testes mais comumente utilizado (FVIII, ensaios baseados
em VWF:RCo ou GPlb, e VWF:Ag).

v DVW tipo 1 versus tipo 2: a DVW tipo 1 apresenta niveis reduzidos de VWF:Ag sem discrepancia entre
os ensaios de atividade e antigeno. Portanto, a relacdo VWF:CB/VWF:Ag e a relagdo VWF:RCo/VWF:Ag
estdo normais. Uma relagdo de 0,6 ou 0,7 pode ser usada para determinar a discrepéncia entre os varios
ensaios de atividade e antigeno do FVW. Estudos demonstraram que VWF:CB consegue diferenciar o tipo
1 do tipo 2A/2B melhor do que o ensaio de VWF:RCo.

v DVW tipo 2A/2B versus 2M: VWF:CB pode ser usado como substituto na analise de multimeros para
diferenciar entre DVW tipo 2A/2B e 2M, de acordo com as diretrizes mais recentes de 2021 para DVW.
A relagdo VWF:CB/VWF:Ag reduzida sugere perda de multimeros de HMW, que pode ser observada
na DVW tipo 2A e 2B. Esses pacientes também terdo a relagdo VWF:RCo/VWF:Ag reduzida. DVW tipo
2M apresentard relagdo VWF:CB/VWF:Ag normal, mas terad relagdo VWF:RCo/VWF:Ag reduzida. Um
subconjunto do tipo 2M com defeito no sitio de ligagdo ao colageno pode apresentar relagdo VWF:CB/
VWF:Ag normal. Embora o VWF:CB baseado em CLIA possa discriminar com exatiddo a DVW tipo 1
do tipo 2, tem menos utilidade para discriminar a DVW tipo 2M da DVW tipo 2A com base em estudos
preliminares. Mais estudos sdo necessarios para confirmar esses achados. VWF:CB baseado em ELISA
otimizado deve ser utilizado para esse fim.
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v DVW tipo 3 versus DVW tipo 1 grave: VWF:CB possui limite inferior de detecgdo melhor do que VWF:RCo.
VWF:CB consegue detectar melhor a auséncia de FVW na DVW tipo 3 e a presenca de niveis muito baixos
de FVW na DVW tipo 1 grave.

v VWF:CB é uma ferramenta importante no diagnostico de DVW. Porém, um ensaio de ligagéo ao coldgeno
apropriado e otimizado deve ser utilizado. A origem e a concentragdo de coldgeno podem afetar os
resultados. Quando ensaios internos forem utilizados, é melhor usar uma mistura de tipo I/1ll (~95%/~5%)
ou entdo coladgeno tipo Il em baixas concentragdes. Custo-efetividade: VWF:CB pode ser realizado
por ensaios baseados em ELISA internos, o que o torna um ensaio de atividade de FVW custo-efetivo.
Em combinagdo com um ensaio ELISA de VWF:Ag interno, propicia um método barato e eficiente para
identificar subtipos de DVW (exceto DVW tipo 2M e tipo 2N) em um cendério com recursos limitados.

Ensaio de Ligagdo ao Fator VIl para Diagnéstico de Doenca de Von Willebrand Normandy: a variante Normandy
(DVW tipo 2N) da DVW é uma doenga autossdmica recessiva rara, identificada pela primeira vez em 1989. A doenga é
caracterizada por um defeito no FVW que resulta em capacidade reduzida de ligagdo ao FVIII, levando ao aumento do
clearance de FVIll ndo ligado da circulagdo. As manifestagdes clinicas e laboratoriais de pacientes com tipo 2N podem
se assemelhar as de pacientes com hemofilia A leve/moderada ou portadores de hemofilia A. E provavel que alguns
pacientes com tipo 2N sejam diagnosticados erroneamente, a menos que um ensaio de ligagao ao FVIII (VWF:FVIIIB)
seja realizado para confirmagdo. A distingdo é importante, pois a terapia de reposigdo com FVW purificado seré
muito mais eficaz do que a reposi¢do de FVIII nesses pacientes. Os padrées de heranga das duas doengas também
sdo bastante diferentes — autossémico recessivo na DVW tipo 2N e recessivo ligado ao X na hemofilia A. Pacientes
com tipo 2N sdo homozigotos (mesmas mutagdes do tipo 2N) ou heterozigotos compostos (duas mutagdes do tipo
2N diferentes ou uma combinagdo de mutagdes de DVW 2N e outro tipo). Mutagdes sdo comumente observadas
no dominio D'D3 do FVW. Os niveis de FVIII sdo leve a moderadamente reduzidos, geralmente na faixa de 5 a 40
Ul/dL. Os niveis de FVIIl para VWF:Ag sdo reduzidos, geralmente <0,7. Os pardmetros de FVW (VWF:Ag, VWF:RCo,
VWEF:CB e anélise de multimeros) sdo geralmente normais, a menos que haja heterozigose composta para outras
mutagdes de DVW. Esses ultimos pacientes tendem a ser mais sintomaticos. Heterozigotos para o tipo 2N sdo
geralmente assintomaticos e apresentam niveis normais ou apenas levemente reduzidos de FVIII. Dois ensaios
internos foram descritos para VWF:FVIIIB (Nesbitt et al, 1996; e Casonato et al, 1998). Ambos os ensaios exibem
boa concordéncia e diferem com base na detecgdo do ponto final de FVIII residual. Nos dois ensaios, a placa de
microtitulagdo é revestida com anticorpo contra FVW. O complexo FVW-FVIII na amostra de paciente é imobilizado
na placa e o FVIIl endégeno é removido com cloreto de calcio. Uma preparagdo recombinante de FVIII (rFVIII)
puro na concentragdo de 100 Ul/dL é adicionada. A quantidade de rFVIIl ligado ao FVW imobilizado é medida por
ensaio cromogénico (Nesbitt et al, 1996) ou usando anticorpo policlonal anti-FVIIl conjugado (Casonato et al, 1998).
Apenas um ensaio de ligagdo ao FVIII comercial estd disponivel (Asserachrom:FVIIIB, Diagnostica Stago). Aqui,
descrevemos o método baseado em ELISA interno semelhante ao descrito por Casonato et al (1998).

Amostra priméria: sangue citratado.
Materiais e reagentes:

v" Anticorpo de revestimento: anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano (Dako)

v" Anticorpo primério: IgG purificada de ovelha anti-FVIIl humano, 10 mg/mL

v" Anticorpo de marcagédo: anticorpo de burro anti-IgG de ovelha AffiniPure conjugado com peroxidase
(Jackson Immunoresearch)

Como alternativa, se disponivel, anticorpo anti-FVIIl conjugado com HRP pode ser usado diretamente em substituicao
ao anticorpo primario e ao anticorpo de marcagao.

v Cloreto de célcio 0,4 M

v" Tampao de revestimento de bicarbonato

v Tampao TBS e tampao de diluicao

v Tampao de lavagem

v Tampao de substrato

v’ Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD)
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v" Acido sulfarico (H,S0,)2M

v Acido cloridrico

v" Concentrado de FVIII (recombinado)

v" Plasma de teste citratado pobre em plaquetas
v" Pool de plasma normal, controles

Preparacgao dos reagentes:
Tampao de revestimento de bicarbonato:

Carbonato de sédio (Na,CO,): 0,16 g
Bicarbonato de sodio (NaHCO,): 0,294 g
Complete o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 9,6. Prazo de validade de 2-3 semanas.

o n oo

Adicione aproximadamente 200 pL de corante vermelho.
Prepare tampéao TBS 150 mM conforme indicado:

a. Cloreto de sddio, NaCl: 11,68 g
b. Base TRIZMA: 12,12 g
c. Dissolvaem 1800 mL de 4gua. Complete o volume até 2000 mL. Ajuste o pH para 7,4 com acido cloridrico.

Tampéo de diluicdo: dissolva 1 g de albumina sérica bovina (BSA) em 100 mL de tampé&o TBS e Tween 20 a 0,2%.
S&o necessarios cerca de 100 mL por placa.

Tampéo de lavagem: adicione Tween 20 a 0,2% ao TBS. Adicione 2 mL de Tween 20 a 1000 mL de TBS.
Cloreto de célcio 0,4 M: dissolva 0,588 g de CaCl, em 10 mL de tampéo de diluigdo.
Tampaéo de substrato:

a. Acido citrico. H,0:0,73 g
b. Hidrogenofosfato dissédico (Na,HPO,.12H,0): 2,4 g
c. Complete o volume até 100 mL com agua destilada. Ajuste o pH para 5,0. Prazo de validade de 2 meses.

Substrato: dissolva um comprimido de OPD de 10 mg em 15 mL de tampé&o de substrato.
Acido sulfarico 2 M: adicione 10,65 mL de H,SO, concentrado a 89,35 mL de agua destilada.

Concentrado de FVIII (recombinado) diluido: reconstitua o recombinado em 1 mL de dgua deionizada e divida em
aliquotas de 500 pL em frascos e armazene congelado a -80°C.

Procedimento:
Revestimento das placas:

v Dilua o anticorpo de revestimento 1:1000
v" Adicione 100 mL/pogo. Incube a 4°C durante a noite. As placas podem ser revestidas 16-96 horas antes do uso.

Diluicdo dos padroes:

v Para preparar a solugdo estoque, dilua 50 pL de PNP em 3,95 mL de tampéo de diluigéo (1:80).
v' Prepare uma série de padrdes a partir deste estoque.

a. Solugdo estoque 125% (S1)
b. 0,8 mL de estoque + 0,2 mL de tampao 100% (S2)
c. 0,6 mL de estoque + 0,4 mL de tampao 75% (S3)
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d. 0,4 mLde estoque + 0,6 mL de tampao 50% (S4)
e. 0,2 mlL de estoque + 0,8 mL de tampao 25% (S5)

f. 0,1 mL de estoque + 0,9 mL de tampéo 12,5% (S6)
g. 0,05 mL de estoque + 0,95 mL de tampao 0,25% (57)
h. 1,00 mL de tampao Branco

Diluicdo de amostras de pacientes e controles: dilua amostras de pacientes e controles 1:100 em tampao de diluigdo
(10 pL de amostra + 990 plL de tampé&o).

Procedimento do ensaio:

v Lave a placa trés vezes com o tampao de lavagem. Retire o excesso de tampao e verifique se ndo ha
bolhas de ar.

v" Adicione 100 L dos padrées e brancos em duplicata e testes em triplicata aos pogos das placas usando
o seguinte formato.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S1 T1 T T1 T9 T9 T9 T17 T17 T17 -
B S2 S2 T2 T2 T2 T10 T10 T10 T18 T18 T18 -
C S3 S3 T3 T3 T3 T11 T11 T T19 T19 T19 -
D S4 S4 T4 T4 T4 T12 T12 T12 T20 T20 T20 -
E S5 S5 T5 T5 T5 T13 T13 T13 T21 T21 T21 -
F Sé6 Sé6 T6 T6 T6 T14 T14 T14 T22 T22 T22 -
G S7 S7 T7 T7 T7 T15 T15 T15 T23 T23 T23 -
H BK BK T8 T8 T8 T16 T16 T16 T24 T24 T24 -

$1-S7 - diluigdes do padrdo; T — plasma de teste; BK - branco

v Sele a placa. Incube por 1 hora em banho-maria a exatamente 37°C.

v Lave a placa trés vezes com o tampéao de lavagem. Retire o excesso de tampéo e verifique se ndo ha
bolhas de ar.

v Para remover o FVIIl enddgeno, incube com 100 pl/pogo de CaCl, 0,4 M por 1 hora em banho-maria a
37°C. Nao é necessario agitar.

v" Lave a placa novamente com tampao de lavagem trés vezes. Retire o excesso de tampao.

v Descongele um dos frascos congelados de concentrado de FVIII (recombinado). Adicione 400 pL de
concentrado de FVIIl a 9,6 mL de tampé&o de diluigdo (concentragédo de ~100 Ul/dL).

v" Adicione 100 pL de FVIII diluido a cada pogo. Incube por 1 hora a 37°C.

v Lave a placa com tampao de lavagem trés vezes. Retire o excesso de tampéo.

v O anticorpo primério é dividido em aliquotas de 25 pL e armazenado a —80°C. Faga uma diluicdo de
1:2000 do anticorpo primario em tampao de diluigdo (5 yL em 10 mL). Recoloque a aliquota do anticorpo
imediatamente no freezer para uso futuro.

v" Adicione 100 pL de anticorpo primario diluido a cada pogo. Incube por 1 hora a 37°C.

v Lave a placa com tampao de lavagem trés vezes. Retire o excesso de tampéo.

v O anticorpo de marcagdo é dividido em aliquotas de 10 pL e armazenado a —80°C. Faga uma diluicdo
de 1:5000 do anticorpo de marcagdo em tampao de diluigdo (2 uL em 10 mL). Recoloque a aliquota do
anticorpo imediatamente no freezer para uso futuro.

v" Adicione 100 pL de anticorpo de marcagdo diluido a cada pogo. Incube por 1 hora a 37°C.

v Lave a placa com tampao de lavagem trés vezes. Retire o excesso de tampéo.

v" A solugdo de substrato é preparada apenas durante a Ultima etapa de lavagem. Imediatamente antes do
uso, adicione 7 pL de H,0O, a 30% a essa solugéo.

v" Adicione 100 pL da solugéo acima a cada pogo. Acione o cronémetro. Incube por 8-10 minutos.
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v Interrompa a reagdo adicionando 50 pL de H,SO, 2M a cada pogo exatamente no mesmo intervalo de
tempo em que o substrato foi adicionado.
v Selecione o programa apropriado (492 nm) no leitor de placas ELISA. Faga as leituras de OD.

Protocolo de qualidade: analise o controle normal (PNP) e o controle anormal de nivel baixo (Dade P). Se houver
controles conhecidos de DVW Normandy disponiveis, adicione uma amostra como controle a cada lote.

Interpretacao dos resultados: os resultados s&o expressos em Ul/dL. Limites de detecgdo: menos de 6,25% a mais de 175%.

v Homozigotos ou heterozigotos compostos para o tipo 2N: VWF:FVIIIB ausente ou acentuadamente
reduzido (<15%) e relagdes VWF:FVIIIB/VWF:Ag muito baixas (<0,3). Os niveis de FVIII:C estdo leve a
moderadamente reduzidos, geralmente variando de 5 a 40 Ul/dL. As relagdes FVIII:C/VWF:Ag também
estdo reduzidas, geralmente <0,7. Essa relagdo pode ser normal, especialmente em heterozigotos
compostos com mutagdes quantitativas/nulas de FVW e tipo 2N. Portanto, ensaio de VWF:FVIIIB ou teste
genético pode ser necessério se a suspeita clinica for grande.

v" Heterozigotos para o tipo 2N: VWF:FVIIIB moderadamente reduzido ou mesmo normal, mas a relagdo
VWE:FVIIIB/VWEF:Ag esta reduzida (<0,7). Os niveis de FVIII:C geralmente estdo normais ou levemente reduzidos.

v Hemofilia A leve ou mulheres portadoras de hemofilia: niveis de FVIII:C reduzidos ou normais. Ensaio de
VWEF:FVIIIB normal e relagdo VWF:FVIIIB/VWF:Ag normal (>0,7).

Multimeros do Fator de Von Willebrand: o FVYW é uma grande glicoproteina multimérica que circula no plasma como
uma série de subunidades poliméricas idénticas, denominadas multimeros. Os multimeros podem ser liberados de forma
constante pelas células endoteliais ou armazenados nos corpusculos de Weibel-Palade nas plaquetas. Os multimeros
compreendem um numero variavel de subunidades (de 500 kDa a mais de 10.000 kDa de peso molecular) ligadas
por ligagdes dissulfeto. Os multimeros sdo categorizados de acordo com o tamanho em multimeros de baixo (1-5
multimeros), intermediério (6-10 multimeros), alto (11-20 multimeros) e ultragrande (>20 multimeros) peso molecular
(LMWM, IMWM, HMWM e ULMWM) (Stockschlaeder et al, 2014; James et al, 2021). HMWM s&o importantes para a
ligagdo aos receptores de plaquetas e coladgeno durante a hemostasia primaria, facilitando a agregagéo plaquetaria.
Anormalidades na montagem ou no ndmero de multimeros podem levar a complicagdes hemostéticas. A analise de
multimeros é Util para a classificagdo da DVW que, por sua vez, pode orientar o manejo do paciente. A DVW tipo 1 é
um disturbio quantitativo parcial que demonstra redugdo quantitativa dos multimeros normais. O subtipo 1C apresenta
sobrevida reduzida do FVW/clearance aumentado do FVW, resultando em sangramento prolongado (Platton et al, 2024).

A DVW tipo 2 é causada por deficiéncias qualitativas do FVW, e a DVW tipo 3 consiste na auséncia total de FVW. A DVW
tipo 2 ¢ subdividida em 4 subtipos:

e Tipo 2A, no qual ha montagem defeituosa de multimeros, maior sensibilidade a clivagem pela ADAMTS13
ou menor sintese, levando a redugdo ou auséncia de HMWM.

e Tipo 2B é causado por uma mutagdo de ganho de fun¢éo que aumenta a ligagdo do FVW as plaquetas.
Perda de HMWM é relatada na maioria dos casos, mas ndo em todos.

e Tipo 2M apresenta diminui¢do da adesdo plaquetaria ou de coldgeno dependente de FVW, com padrdo
normal de multimeros do FVW.

* Tipo 2N é causado pela menor afinidade de ligagdo ao FVIII devido a mutagdes no sitio de ligagdo do FVYW
ao FVIII; padrdo normal de multimeros do FVW ¢ relatado.

Ha algumas excegdes; padrées de multimeros normais foram relatados em alguns casos de tipo 2B e, inversamente,
alguma perda de HMWM foi relatada em alguns casos variantes de tipo 2M. Multimeros ultragrandes do FVW podem ser
observados na DVW tipo 1C, na PTT e, ocasionalmente, em casos de DVW tipo 2M.

Os métodos tradicionais de visualizagdo de multimeros sdo complexos, trabalhosos e demorados, envolvendo eletroforese
em gel de agarose com dodecil sulfato de sédio (SDS) seguida de visualizagdo por Western blotting, imunodetecgdo
colorimétrica, autorradiografia, quimioluminescéncia ou fluorescéncia. A avaliagdo dos multimeros pode ser realizada por
inspecao visual ou por quantificagdo por densitometria (Platton et al, 2024).
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No momento da redagdo deste documento, a técnica mais amplamente utilizada com base na participagdo
em programas de avaliagdo externa de qualidade é um ensaio semiautomatizado disponivel comercialmente,
substancialmente mais rapido do que os métodos manuais em gel de agarose com SDS. Esse método para
detecgédo e analise da distribuicdo de multimeros do FVW em plasma humano por eletroforese em gel de agarose
e imunofixa¢do com o instrumento semiautomatizado Hydrasys 2 da Sebia é descrito abaixo (Bowyer et al, 2018).

Anélise de multimeros do FVW com Hydrasys da Sebia: H5SVWM e H11VWM s3o ensaios baseados em gel de agarose
destinados a separagdo de proteinas plasmaticas de acordo com seu peso molecular. A separagéo eletroforética de
multimeros do FVW ¢é realizada apds o tratamento da amostra com um detergente aniénico. Em excesso desse
detergente anibnico, as proteinas sdo convertidas em complexos detergente aniénico-proteina. Nesses complexos,
a conformagéo original das proteinas é desfeita e todas elas assumem a mesma conformagdo e a mesma carga
negativa por unidade de massa. Quando esses complexos detergente anidnico-proteina sdo submetidos a
eletroforese em um meio com propriedades de tamisagdo adequadas, como géis HSVWM ou H11VWM, eles se
separam de acordo com seu peso molecular. Nos géis HSVWM ou H11VWM, os multimeros do FVW s&o separados
e imunoprecipitados com um antissoro anti-FVW especifico. As diferentes bandas sdo entdo visualizadas no gel
com um anticorpo marcado com peroxidase e um substrato especifico. O ensaio é realizado em duas etapas: 1)
eletroforese em gel de agarose para separar as proteinas contidas nas amostras de plasma e 2) imunofixagdo com
um antissoro anti-FVW para visualizar os diferentes multimeros.

Equipamentos necessarios:

* Pipetas de 10 mL, 100 pL e 10 pL e ponteiras
* Tubos Eppendorf

¢ Banho-maria

e Temporizador

e Misturador vortex

* Lencos de papel

® |Lencos umedecidos com alcool

e Analisador Hydrasys (Sebia, Lisses, Franga)

Tabela 28. Reagentes para analise de multimeros do FVW com Hydrasys da Sebia

Reagente N° do catélogo Estabilidade
Sebia Hydragel 5 ou 11 kit de multimeros VW 4359 Até a data de validade indicada
Sebia Hydragel kit de visualizagdo de multimeros VW | 4747 Até a data de validade indicada
Peréxido de hidrogénio a 30% Sigma-Aldrich 216763 Até a data de validade indicada

100 mL
Solugdo descolorante 4540 (10 frascos de 100 Solugdo de trabalho: 1 semana em
Dilua 5 mL em 5 L de 4gua mL) temperatura ambiente
Hydrasys solucdo de lavagem 4541 (10 frascos de 80 Solugéo de trabalho estavel até a data
Dilua 1 frasco em 5 L de dgua (8 mL em 500 mL) mL) de validade indicada
CQ normal

O método do Hydragel 5 e do Hydragel 11 varia apenas nos volumes de reagente e no tamanho de mascaras/papel
mata-borréo.

Preparacdo da amostra:

v Aquega um banho-maria pequeno Grant a 45°C.
v" Descongele o plasma de teste e 0 CQ a 37°C. O Hydragel 5 comporta 4 pacientes e 1 CQ. O Hydragel 11
comporta 9 pacientes e 2 CQ (mas somente 1 frasco de CQ é necessario).
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v Certifique-se de que o resultado de VWF:Ag seja conhecido antes do inicio.

v Identifique os tubos Eppendorf para pacientes e CQ.
v’ Agite as amostras de teste no voértex antes do uso. Dilua as amostras com o diluente de amostra do kit
de multimeros nos tubos Eppendorf de acordo com o VWF:Ag da amostra. O limite de detecgéo de

multimeros do FVYW ¢é 0,05 Ul/mL, o limite de interpretagdo ¢ 0,11 Ul/mL.

VWF:Ag (IU/mL) Diluicdo Diluente de amostra (puL) | Plasma (pL)
<0,20 1/4 30 10
0,20-1,50 1/6 50 10
1,50-3,00 1/10 90 10

>3,00 1/20 95 5

v Agite no vértex por 5 segundos.

v Incube por exatamente 20 minutos a 45°C em banho-maria.

v Retire os tubos Eppendorf do banho-maria, agite no vértex e deixe em temperatura ambiente por 10

minutos. Durante esses 10 minutos, prepare a migragao.

Preparacdo da migracdo

1) Ligue o Hydrasys 2 e o VDU. Selecione o programa phoresis: u/n adm p/w sebia.

2) Preencha a planilha. Registre os niimeros de lote dos kits, wicks [tiras de papel cromatogréfico] e gel.
3) Selecione "5 VWF" (programa de migragao n°® 57) ou 11 VWF (programa n° 58) no menu do instrumento
(tela a esquerda).

Figura 10. Analisador Hydrasys

4)  Abraatampa do médulo de migragéo, retire o suporte do aplicador e levante o suporte de eletrodos. ***Nunca
feche a tampa com o suporte levantado***.

5)  Usando as extremidades de plastico, retire as tiras de wick tamponadas da embalagem (verifique se ha excesso
de &gua). Fixe-as ao suporte pelos furos, com o revestimento plastico em contato com o suporte (Figura 11).

Tiras
tamponadas

CARREGAMENTO DE GEL DO HYDRASYS

Figura 11. Analisador Hydrasys
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6) Hydragel 5: Adicione 100 pL de dgua destilada ao tergo inferior do quadro impresso no médulo de migragéo.

7)  Hydragel 11: Adicione 200 pL de dgua destilada ao terco inferior do quadro impresso no médulo de
migragao.

8) Abra o gel e limpe o suporte plastico do gel com lengo de papel para remover o excesso de agua.

9) Coloque o lado do gel voltado para cima no quadro impresso (Figura 12) com os pogos na borda mais
préxima.

10) Estenda uma mascara de plastico sobre o gel (tamanhos diferentes para Hydragel 5 e 11), alinhada com
os marcadores no gel (Figura 12). Evite bolhas de ar, retire e reaplique imediatamente, se presentes.

HYDRAGEL 5
MULTIMERO DE VON WILLEBRAND

Mascara de
plastico

Figura 12. Analisador Hydrasys

Abaixe com cuidado o suporte de eletrodos sobre o gel e feche o médulo de migragao.

Pressione “start” (®) [iniciar] na tela e confirme. Isso leva 5 minutos.

O sinal sonoro sinaliza o fim. Abra o médulo de migragédo e levante o suporte.

Usando uma pipeta de 10 pL com ponteiras finas, sem tocar na lateral ou no fundo do pogo, pipete
novamente 5 pl de amostra em cada pogo. Hydragel 5: adicione o controle de CQ normal ao pogo 5.
Hydragel 11: adicione o controle de CQ normal aos pogos 1 e 11.

**Evite bolhas**. Essa parte deve ser concluida em 2 minutos.

15) Abaixe com cuidado o suporte de eletrodos e feche o médulo de migragao.

16) Pressione “start” (®) na tela. Isso leva aproximadamente 100 minutos.

17) Retire o TTF1 e o TTF2 do refrigerador e deixe-os em temperatura ambiente para liquefazer.

Imunofixacdo 1 (60 minutos)

18) Ao sinal sonoro, a seguinte mensagem é exibida: JANTISERUM VWF [antissoro anti-FVW].
19) Abra o médulo, levante e remova o suporte de eletrodos. Descarte os wicks e limpe os eletrodos com
lengo de papel macio e imido.
) Hydragel 5: Em Z5, misture 2,5 mL de diluente antissoro com 60 pL de antissoro anti-FVW.
) Hydragel 11: Em Z5, misture 5 mL de diluente antissoro com 135 pL de antissoro anti-FVW.
22) Remova a mascara e descarte-a. Coloque a méscara de AS VWF amarela sobre o gel.
) Segure a pipeta na vertical. Aplique a mistura de antissoro gradual e cuidadosamente em uma Unica
aplicagdo e **evite bolhas**.

24) Feche o médulo de migragao e pressione “start” (60 minutos).

25) Ao ouvir o sinal sonoro, abra a tampa e remova o antissoro.

26) Segure a pipeta na vertical, pressione levemente e retire o antissoro, descartando-o em seguida.
27) Remova a mascara e limpe-a com agua; recomenda-se o uso de uma escova pequena. Deixe secar.
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Absorc¢éo no gel 1 (10 minutos)

Papel de filtro espesso

Quadro impresso

Gel de agarose

Papel de filtro fino

Figura 13. Analisador Hydrasys

28) Aplique um papel de filtro fino e um papel de filtro espesso (lado liso para baixo) no gel (Figura 13).
Coloque o vidro e, em seguida, o peso.
29) Feche a tampa e pressione “start”.

Lavagem do Gel 1 (20 minutos)

30) Remova os papéis de filtro e adicione a méscara de lavagem/reidratagdo laranja.

31) Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solugdo de lavagem vermelha a méscara. **Evite bolhas**.
32) Hydragel 11: Adicione 9 mL de solucdo de lavagem vermelha a méscara. **Evite bolhas**.
33) Feche a tampa e pressione “start”.

Absorcao no gel 2 (10 minutos)

34) Remova a solugdo de lavagem vermelha, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino,
o vidro e o peso.

35) Feche a tampa e pressione “start”.

36) Lave a méscara.

Lavagem intermediéria do gel e absorcdo com papel fino (10 minutos + 5 segundos)

w

7
8

) Abra a tampa. Remova os papéis de filtro e adicione a mascara de lavagem/reidratagéo laranja.
)
9) Hydragel 11: Adicione 4,5 mL de solucdo de lavagem intermediaria verde.
)

)

w

Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solu¢do de lavagem intermediéaria verde.

B W

0) Feche atampa e pressione “start”.
1) Abra a tampa e remova a solugdo de lavagem intermediéria verde. Aplique apenas um papel de filtro
fino. Pressione “start”. Apds 5 segundos, remova o papel fino.

~

Imunofixacgdo 2 (30 minutos)

42

) Hydragel 5: Misture 4 mL de diluente antissoro com 2 pL de anti-lgG-PER em z5.
3) Hydragel 11: Misture 8 mL de diluente antissoro com 4 pL de anti-IgG-PER em z5.
)

)

~

44) Aplique a mascara de IgG-PER laranja e adicione a mistura anti-lgG-PER.
45) Feche a tampa e pressione “start”.

Absorgao no gel 3 (10 minutos)

46) Abra a tampa, remova o anti-lgG-PER e descarte. Remova e lave a méascara. Adicione os papéis de filtro
fino e espesso, o vidro e o peso.
47) Feche a tampa e pressione “start”.
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Lavagem do Gel 2 (20 minutos)

48) Remova os papéis de filtro e adicione a méscara de lavagem/reidratagéo laranja.

)
49) Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solucédo de lavagem vermelha a mascara. **Evite bolhas**.
50) Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solucéo de lavagem vermelha a mascara. **Evite bolhas**.
51) Feche a tampa e pressione “start”.

Absorcéo no gel 4 (10 minutos)

52) Remova a soluggo de reidratagéo, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
53) Feche a tampa e pressione “start”.
54) Lave a mascara.

Reidratacdo do gel 1 (10 minutos)

55

) Remova os papéis de filtro e adicione a mascara de lavagem/reidratagéo laranja.

56) Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solucdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.
)
)

57
58) Feche a tampa e pressione “start”.

Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solucdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

Absorc¢ao no gel 5 (10 minutos)

59) Remova a solugéo de reidratagéo, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
60) Feche a tampa e pressione “start”.
61) Lave a mascara.

Reidratacdo do gel 2 (10 minutos)

o~

2
3
4

Remova os papéis de filtro e adicione a mascara de lavagem/reidratagéo laranja.

o~

Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solucdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

o~

Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solugdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

o~ O~
Ul

6
7

Agite TTF 1 e TTF2 no vértex.
Hydragel 5: Adicione 75 pL de TTF1 a 3,0 mL de solvente TTF em z5. Inverta para misturar. Adicione 75
pL de TTF2, inverta para misturar. Adicione 3 pL de peréxido de hidrogénio (30%), inverta para misturar.

)
)
)
) Feche a tampa e pressione “start”.
)
)

o~

68) Hydragel 11: Adicione 150 pL de TTF1 a 6,0 mL de solvente de visualizagdo TTF em z5. Inverta para misturar.
Adicione 150 pL de TTF2, inverta para misturar. Adicione é L de perdxido de hidrogénio (30%), inverta para misturar.

Visualizagdo (10 minutos)

69) Remova a solugdo de reidratagdo da méscara. Coloque a mascara de TTF1/TTF2 laranja sobre o gel.
0) Hydragel 5: Aplique 2,5 mL da mistura de TTF. **Evite bolhas**.
)

)

~

71) Hydragel 11: Aplique 5 mL da mistura de TTF. **Evite bolhas**.
72) Feche a tampa e pressione “start”.

Absorcéo no gel 6 (5 minutos)

73) Remova a solugéo de TTF, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
74) Feche a tampa e pressione “start”.
75) Lave a méascara com agua e use um lengo umedecido com alcool.

Reidratacdo do gel 3 (5 minutos)

76) Remova os papéis de filtro e adicione a méscara de lavagem/reidratagéao laranja.
77) Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solucdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

Diagndstico de Hemofilia e Outros Disturbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 93



78) Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solucéo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

79) Feche a tampa e pressione “start”.
Absorcéo no gel 7 (5 minutos)

80) Remova a solugéo de reidratagéo, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
81) Feche a tampa e pressione “start”.
82) Lave a mascara.

Secagem do gel (10 minutos)

83) Abra a tampa e remova os papéis de filtro.
84) Feche a tampa e pressione “start”.

Lavagem e processamento final (25 minutos)

85) Abra a tampa e remova o gel.
86) O gel deve ser lavado imediatamente no compartimento de coloragdo.
87) Abra o suporte do gel e posicione o gel conforme mostrado na Figura 14.

Figura 14. Analisador Hydrasys

88) Feche o suporte e coloque-o no mddulo de processamento/coloragao do gel.
89) Certifique-se de que haja pelo menos 400 mL de solugéo descolorante e que o recipiente de residuos

esteja vazio.
90) Selecione o programa de lavagem de FVW no menu do instrumento (tela a direita) e pressione “start”.

Figura 15. Analisador Hydrasys

*Certifique-se de que todas as méscaras sejam lavadas. A méscara de TTP, a unidade de migragdo do
Hydrasys e os eletrodos devem ser cuidadosamente limpos com lengos umedecidos com alcool.*
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Escaneamento do gel

91) Remova o gel e o suporte do médulo de processamento/coloragéo do gel e coloque-os no médulo de

escaneamento.
92) No programa Phoresis, crie uma lista de trabalho usando o icone na tabela. Comece non® 1 e
adicione os dados do paciente, incluindo SID, nome, data de nascimento, data da amostra, nimero do

hospital e hospital solicitante (para RHH, adicione um consultor).

93) Hydragel 5: A amostra 5 é o controle normal (CQ).
94) Hydragel 11: as amostras 1 e 11 s&o o controle normal (CQ).
95) Cliqueem  para abrir a janela de escaneamento de géis e amostras.

96) A seguinte janela seré aberta:

Nome do programa

Quadro de gel

Figura 16. Analisador Hydrasys

97) Selecione o programa do primeiro gel escaneado na posi¢do 1. Pressione a caixa de imagens superior
direita uma vez para o Hydragel 5 e duas vezes para o Hydragel 11 (pressionar trés vezes retorna para 5).

98) Pressione “start scanning” [iniciar escaneamento].

99) Verifique se o scanner identificou corretamente todas as bandas. Em algumas ocasides, ele ndo detecta a primeira
banda de LMWM. Nesse caso, selecione "conservative gel localization mode to rescan the image" [modo de
localizagdo de gel conservador para escanear novamente a imagem] e, em seguida, escaneie novamente.

100) Quando as imagens aparecerem, clique em “view scanning” [visualizar escaneamento], depois em “curve
mosaic” [mosaico de curvas]  para acessar a densitometria.
101) Os gréficos de densitometria individuais aparecerdo em caixas:

Figura 17. Analisador Hydrasys
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Clique na primeira para abrir. Comece com CQ - pogo 5 para o Hydragel 5 ou 1/11 para o Hydragel 11. Os
resultados de CQ aparecem:

Observagdo: se os resultados ndo puderem ser avaliados no dia do teste, eles ainda poderdo ser obtidos
retrospectivamente. Abra o programa Phoresis e selecione a data do teste onde a seta preta esta na Figura 18 e siga
as instrucdes abaixo.

/

% densitometry

Peaks 1-3 | Peaks 4-7 IMWM | | Peaks >7 HMWM

/ / Coded comments here

/

Figura 18. Analisador Hydrasys

i a éncia cli i i ia — v . i urv u
Defina o padrdo de referéncia clicando no 4° icone em densitometria — seta vermelha. Defina a curva atual como
padrao de referéncia. Observagdo: selecione apenas um dos resultados de CQ para o Hydragel 11.

102) Clique na curva de densitometria para definir LMWM (picos 1-3), IMWM (picos 4-7) e HMWM (picos >7).

103) A porcentagem dos picos aparecera e precisara ser identificada — seta

104) Verifique se os resultados de CQ estdo dentro das faixas esperadas. Caso ndo estejam, ndo relate os
resultados do paciente e fale com um funcionario sénior responsével pelos ensaios. Salve os resultados
(icone de disquete) e mova para pacientes.

105) Repita 111+112 com cada paciente e, para os resultados do paciente, clique para sobrepor o padréo de
CQ de referéncia — seta verde.

106) Usando as faixas de referéncia para adultos, decida se a densitometria estd normal ou anormal e selecione
os comentérios apropriados na caixa suspensa de comentérios (seta roxa). Observe que apenas 1
comentario pode ser adicionado a cada resultado. O nivel de HMWM ¢é o mais clinicamente relevante.

Tabela 29. Nivel de HMWM e comentério que pode ser adicionado aos resultados

Comentario Valor

SRHMWM (redugéo discreta de multimeros de alto peso molecular) HMWM 30%-limite inferior da faixa normal
RHMWM (redugdo de multimeros de alto peso molecular) HMWM 15-30%

GRHMW (grande redugdo de multimeros de alto peso molecular) HMWM <15%

SIHMWM (aumento discreto de multimeros de alto peso molecular) HMWM >limite superior da faixa normal
SILMWM (aumento discreto de multimeros de baixo peso molecular) | LMWM limite superior da faixa normal a 26%
ILMWM (aumento de multimeros de baixo peso molecular) LMWM >26%

QNORM/QNORM com quantidades reduzidas LMWM e HMWM dentro das faixas normais
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107) A repetigdo do teste pode ser necesséria no caso de amostras com multimeros muito altos ou muito
baixos. Fale com um BMS sénior treinado neste ensaio.

108) Quando todos os pacientes forem concluidos, clique na aba "edit curve” [editar curva] e imprima os
relatérios em arquivo PDF por meio do PDF Creator.

109) Isso exportara todos os resultados para uma pasta na area de trabalho (atalho para PDF). Encontre a data
atual e copie (ou envie) para o pendrive.

110) Uma copia JPEG do gel também ¢é salva em imagens. Copie (ou envie) para um pendrive.

111) Certifique-se de que o gel esteja rotulado com a data do teste, cole na planilha e arquive na pasta de resultados.

112) Certifique-se de que os resultados normais de CQ estejam dentro dos limites aceitaveis.

113) Realize e registre a limpeza mensal, conforme necessario.

Tabela 30. Faixa de referéncia de LMWM, IMWM e HMWM para adultos

N Média (%) Faixa em % (IC 95%)
LMWM 51 17,3 11,8-23,6
IMWM 51 33,0 24,6-42,0
HMWM 51 49,9 35,0-58,5

Interpretacédo dos testes de von Willebrand: a DVW ¢é o distdrbio hemorragico hereditario mais comum, com
prevaléncia estimada de até 1%. Apenas 10% desses individuos sdo sintomaticos, e 10% deles comparecem
a hospitais. Uma estimativa conservadora da prevaléncia é de 100 por milhdo de pessoas, com cerca de 80%
delas em paises em desenvolvimento. A DVW é causada por uma deficiéncia quantitativa e/ou qualitativa
da proteina plasmatica FVW. Ao contrario da maioria dos outros fatores de coagulagdo, o FVW funciona na
hemostasia como uma proteina adesiva que se liga a vérios ligantes que sdo componentes criticos do processo
hemostatico. Liga-se ao receptor GPlb das plaquetas e ao colageno subendotelial, promovendo a adesdo
plaquetéria. Também agrega plaquetas ligando-se ao receptor GPllb/Illa. Outra fungdo importante do FVW
é servir como proteina transportadora do FVIII e prevenir a degradagao proteolitica do FVIII. Na auséncia do
FVW, a meia-vida do FVIII é reduzida de 8-12 horas para 2 horas. A DVW pode ser classificada em trés subtipos
principais, de acordo com defeitos quantitativos (DVW tipo 1 e 3) e qualitativos (DVW tipo 2). A DVW tipo 2 é
subdividida em 4 subtipos: 2A, 2B, 2M e 2N. Os fendtipos laboratoriais dos diferentes subtipos estdo resumidos
na Tabela 31.

1) DVW tipo 1: Deficiéncia quantitativa parcial de FVW.
2) DVW tipo 2: Defeito qualitativo. Uma ou mais fungées do FVW s&o anormais, conforme avaliado pelo
ensaio de atividade do FVW (descrito abaixo).

a. DVW tipo 2A: Perda seletiva ou deficiéncia de HMWM. Os maiores multimeros sdo as formas
funcionalmente mais ativas. A perda seletiva desses multimeros provoca diminui¢do da adeséo
plagquetaria dependente de FVW e da capacidade de ligagdo ao colageno.

b. DVW tipo 2B: Maior afinidade do FVW pela GPlb plaquetéria que leva a ligagdo esponténea do
FVW as plaquetas, que é eliminado da circulagéo, causando perda de HMWM e trombocitopenia. O
esfregaco periférico também pode mostrar plaguetas grandes e aglomerados de plaquetas. A DVW
tipo plaquetaria (pseudo DVW) também pode apresentar um fenétipo semelhante.

c. DVW tipo 2M: Diminuigdo da adesdo plaquetaria dependente de FVW sem perda de HMWM.
Distribuicdo normal de multimeros.

d. DVW tipo 2N: Diminui¢do da afinidade de ligagédo do FVW ao FVII.

3) DVW tipo 3: Auséncia total/niveis indetectaveis de FVW, geralmente VWF:Ag <3 Ul/dL.

Variaveis pré-analiticas no diagnéstico de DVW: questdes pré-analiticas podem influenciar significativamente o diagnéstico
de DVW. O FVYW e o FVIII sdo reagentes de fase aguda que podem aumentar apés inflamagéo, trauma, estresse, gravidez
e exercicio, potencialmente mascarando o diagndstico de DVW. A coleta de amostras deve ser evitada nesses momentos,
ou o teste deve ser repetido em um momento diferente, antes de excluir o diagndstico de DVW. Coleta, transporte e
processamento inadequados de amostras (por exemplo, tubos subpreenchidos, amostra ou soro coagulado, atraso no
transporte de amostras, transporte de amostra de sangue total refrigerada ou em gelo e congelamento e descongelamento
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ineficazes ou ciclos repetidos de congelamento e descongelamento) podem comprometer o diagndstico de DVW. As
amostras de FVW devem, idealmente, ser coletadas e processadas no mesmo local para evitar esses erros.

Testes no repertério para diagnéstico de DVW:
Testes de triagem

Histérico de sangramento e ferramenta de avaliagdo de sangramento (BAT): o histérico de sangramento pode ser
considerado o primeiro teste de triagem na avaliagdo de um paciente com sintomas de sangramento. O histérico detalhado
referente a natureza e frequéncia dos sangramentos, combinado com o histérico familiar, pode fornecer pistas importantes
para o diagndstico. Sangramentos mucocuténeos (por exemplo, sangramentos cutaneos, sangramento gengival, epistaxe,
sangramento de pequenas feridas, sangramento Gl e menorragia) sdo o padréo tipico de sangramento observado na DVW.
Hemartrose é rara e geralmente observada apenas na DVW tipo 3, quando o FVIIl estd significativamente reduzido. As novas
diretrizes enfatizam a importancia do histérico de sangramento e do uso de BATs. Existem muitas BATs disponiveis, como
Vicenza, MCMDM-1, Pictorial bleeding assessment chart (PBAC) e Questionario de sangramento infantil. Em 2010, a ISTH
propds uma nova BAT que incluia 14 sintomas de sangramento, cada um classificado de O a 4. A faixa de referéncia para a
BAT da ISTH, obtida a partir de 1040 adultos sadios e 330 criangas, foi <3 para criangas, <4 para homens adultos e <6 para
mulheres adultas. O principal valor clinico da BAT é excluir um distirbio hemorragico. Em um cenério de baixa prevaléncia,
Tosetto et al constataram que uma pontuagdo <3 tinha valor preditivo negativo de 99,2%, o que essencialmente descarta
um distirbio hemorragico. A ISTH recomenda o uso de uma BAT validada para triar pacientes com baixa probabilidade
de DVW (por exemplo, ambiente de atencdo primaria). No entanto, ndo é confidvel usar BAT quando a probabilidade de
DVW é intermediéria (por exemplo, encaminhamento para hematologista) ou alta (por exemplo, parente de primeiro grau

com DVW).

Tempo de sangramento cutaneo (SBT): o SBT é um teste in vivo de hemostasia priméria que foi descrito pela primeira vez
pelo médico francés Milian em 1901 e posteriormente modificado por Duke em 1910. A sensibilidade geral do SBT para
o diagnéstico de DVW é de cerca de 60% (variando de 21% a 72%), mas ele tem sensibilidade muito boa para DVW grave
(100% para DVW tipo 3). Portanto, continua sendo um teste Gtil em um cendrio com recursos limitados para diferenciar
hemofilia A de DVW grave.

Analisador de Fungdo Plaquetaria 200: o Analisador de Fungdo Plaquetaria (PFA100/200, Siemens, Dade Behring,
Alemanha) é um dispositivo projetado para medir a hemostasia primaria em condigdes de alto cisalhamento. Registra
o tempo que o sangue total do paciente leva para formar um tampéo plaquetério estavel na abertura do dispositivo,
ocluindo-o, e é registrado como "tempo de fechamento (CT)". O PFA100/200 demonstrou sensibilidade geral de cerca de
85-90%, com quase 100% de sensibilidade para DVW tipo 3 e tipo 2. A sensibilidade para DVW tipo 1 variou de acordo
com os niveis de FVW. O PFA 100/200 é um instrumento caro, ndo disponivel na maioria dos paises de baixa e média
renda.

TTPA: o TTPA é prolongado apenas em casos graves de DVW quando o FVIII também é reduzido, geralmente na DVW tipo
3, na DVW tipo 2N e em alguns subtipos do tipo 1 e 2, dependendo dos niveis de VWF:Ag.

Ensaios de FVW especificos para diagnéstico de DVW: a classificagdo da DVW requer testes para quantificar a proteina
FVW e testes para avaliar a fungdo do FVW. O FVW liga-se a 1) plaquetas e coldgeno subendotelial para promover a
adesao plaquetaria, 2) plaquetas ativadas para promover agregagao plaquetaria, e 3) FVIII para prevenir sua degradagéo
prematura. Os ensaios funcionais para DVW avaliam uma ou mais dessas fungdes do FVYW. Uma discrepéncia entre o ensaio
funcional e o ensaio de antigeno é sugestiva de defeito qualitativo determinado pelo célculo da razdo entre o ensaio de
atividade e antigeno do FVW. Uma razéo <0,6 ou <0,7 pode ser usada dependendo da preferéncia do laboratério.

Antigeno de Von Willebrand (VWF:Ag): o ensaio mede a quantidade total de proteina FVW presente na amostra, tanto
funcional quanto ndo funcional. A metodologia mais comum utilizada é o LIA automatizado. Métodos baseados em ELISA
e, mais recentemente, CLIA no instrumento HemoslL Acustar também podem ser utilizados.

Ensaios de atividade do FVW dependente de plaquetas ou GP1b: esses ensaios medem especificamente a capacidade do
FVW de se ligar as plaquetas e, portanto, sdo usados para diferenciar entre DVW tipo 1 e DVW tipo 2A/2B/2M.
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1) Ensaio de cofator de ristocetina (VWF:RCo): na auséncia de qualquer tensdo de cisalhamento, a
ristocetina serve de substituto para induzir alteragdes no FVW e causar aglutinagdo de plaquetas-FVW.
O grau de aglutinagéo é proporcional a quantidade de FVW funcional presente no plasma, que pode ser
medida por meio de agregémetro ou pelo aumento da turbidez por métodos automatizados. O ensaio
automatizado de VWF:RCo demonstrou maior precisdo e melhor limite de detecgdo quando comparado
aos métodos baseados em agregometria.

O ensaio de VWF:RCo tem limitagdes significativas. O ensaio apresenta alto CV inter e intralaboratorial, com
potencial de resultados falsamente altos ou falsamente baixos. Além disso, o limite inferior de detecgdo é alto,
geralmente 80-20 Ul/dL, o que representa um problema na identificagdo de variantes do tipo 2 quando os
niveis de VWF:Ag estdo baixos. Certos polimorfismos comumente observados na populagéo africana podem
levar a niveis falsamente baixos de VWF:RCo, mesmo na auséncia de DVW.

2) VWF:GP1R:esse ensaio é semelhante ao VWF:RCo, no qual as plaquetas sdo substituidas por microparticulas
(esferas de latex no LIA [HemoslL] e particulas magnéticas no CLIA [AcuStar]) revestidas com fragmentos
de GP1b recombinante selvagem. O ensaio apresenta CV e limites inferiores de detecgdo mais baixos do
que o ensaio de VWF:RCo original. Sua utilidade clinica na DVW foi demonstrada em varios estudos.

3)  VWF:GP1M: ao contrério de outros ensaios de FVW dependentes de plaquetas, esse ensaio ndo utiliza
ristocetina. As plaquetas sdo substituidas por fragmentos de GP1b recombinante com mutagdes de ganho
de fungéo, aos quais o FVW se liga "espontaneamente". VWF:GP1bM pode ser medido por LIA (ensaio
Siemens Innovance VWF Ac) ou mesmo por alguns métodos ndo comerciais baseados em ELISA. O teste
tem boa reprodutibilidade, baixo limite de detecgdo e fornece informagdes comparaveis aos ensaios de
VWF:RCo e VWF:GP1bR para o diagnéstico de DVW tipo 2.

4) VWF:Ab: esse ensaio baseia-se em anticorpos monoclonais direcionados contra o sitio de ligagdo
plaquetéria (ou seja, GP1b) do FVW. Embora ndo seja um ensaio verdadeiramente funcional, pode ser
considerado um substituto para atividade de ligagdo plaquetaria. Diversos estudos demonstraram a
utilidade do ensaio automatizado de VWF:Ab (HemoslIL Atividade do FVW, IL, Bedford, Massachusetts) na
avaliacdo inicial e subclassificacdo da DVW.

Novas diretrizes recomendam o uso de ensaios mais recentes de atividade do FVW dependente de plaquetas, como
VWF:GP1bR e VWF:GP1bM em vez de VWF:RCo (automatizados ou ndo automatizados).

Ensaio de ligagao ao coldgeno (VWF:CB): o VWF:CB avalia a capacidade do FVW de se ligar ao coldgeno e depende
da presenga de HMWM e de um sitio de ligagdo ao colageno intacto. Pode ser usado como substituto da anélise de
multimeros para diferenciar o tipo 2A do tipo 2M. A relagdo VWF:CB/antigeno é normal no tipo 2M e reduzida no
tipo 2A/2B. O ensaio de VWF:CB demonstrou ser mais eficaz na distingdo entre DVW tipo 1 e tipo 2 (exceto 2M) do
que o ensaio de VWF:RCo. Pode ser usado para distinguir DVW tipo 1 grave do tipo 3 devido ao seu melhor limite
de detecgao. VWF:CB pode ser medido por vérios ensaios ELISA comerciais e ndo comerciais e, mais recentemente,
pelo método CLIA.

Aglutinacao plaquetéria induzida por ristocetina (RIPA): a resposta de aglutinagdo a ristocetina em doses normais
(>1 mg/mL) e baixas (<1 mg/mL) é um dos testes utilizados no diagndstico de DVW. Embora resposta ausente possa
ser observada nos subtipos de DVW tipo 3 e grave, sua principal utilidade é na identificagdo de DVW tipo 2B e
plaquetaria, em que resposta é observada mesmo com baixas doses de ristocetina. A diferenciagdo entre DVW tipo
2B e plaquetaria pode ser feita por meio de testes de desafio com crioprecipitado ou de mistura com plasma normal
e/ou plaquetas de controle. Se disponiveis, testes genéticos devem ser utilizados.

Ensaio de ligagao ao FVIII: esse teste avalia a capacidade do FVW de se ligar ao FVIIl. O ensaio de VWF:FVIIIB
reduzido e a relagdo VWF:FVIIIB/VWF:Ag reduzida sugerem a presenga de DVW tipo 2N.

Anélise de multimeros: a avaliagdo de multimeros do FVW é um teste estabelecido na avaliagdo de DVW,
principalmente para diferenciar entre o tipo 2A e o tipo 2M. Porém, o teste é muito trabalhoso, tecnicamente
exigente e estd desaparecendo rapidamente da maioria dos laboratérios.
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Ensaio de desmopressina: Vicenza tipo 1C é um subtipo de DVW tipo 1 associado ao aumento do clearance de FVW.
Esses pacientes apresentam uma resposta exagerada a desmopressina, mas com expectativa de vida mais curta.

Nivel acima do normal da relagédo propeptideo do FVW/VWF:Ag também é observado nesses pacientes.

Tabela 31. Fendtipo laboratorial de diferentes subtipos de DVW
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DVW reduzido ou | reduzido reduzido reduzido normal normal normal normal reduzido ou Niveis de FVW <30 Ul/dL
tipo 1 normal normal ou niveis de FVW 30-50
Ul/dL com sangramento
anormal sdo considerados
DVW tipo 1, de acordo
com as novas diretrizes.
Alternativamente, niveis de
FVW 30-50 Ul/dL podem
ser classificados como
FVW baixo com risco leve
de sangramento.
DVW reduzido ou | reduzido ou | reduzido reduzido normal reduzido | reduzido Perda de Geralmente Os tipos 2A e 2B
tipo 2A [ normal normal multimeros reduzido podem ser distinguidos
altos a por RIPA.
intermediarios
DVW reduzido ou | reduzido ou | reduzido reduzido normal reduzido reduzido Perda de Resposta Tipo 2B vs. plaquetario
tipo 2B | normal normal multimeros | observada com | distinguidos por estudos
de HMW ristocetina em | de mistura com RIPA ou
baixas doses testes genéticos
DVW reduzido ou | reduzido ou | reduzido reduzido normal reduzido Geralmente | normal reduzido ou DVW tipo 2M com
tipo 2M | normal normal normal normal defeito na ligagdo ao
colageno pode ter
relacdo VWF:CBA/ag
reduzida
DVW reduzido Geralmente | Geralmente | Geralmente | reduzido normal normal normal normal Fenoétipo semelhante
tipo 2N | (relagdo FVIII/ | normal* normal* normal* Relacio a hemofilia A leve/
VWEF:A
| g VWE: FVIIIB/ mocfieradj ou portador,
eralmente . nfirm m ensai
g Ag reduzida confirmado com ensaio
<0,7) de VWF:FVIIIB ou teste
(<0,7) .
genético
DVW reduzido, Acentuadamente | Acentua- Acentua- NA NA NA Ausente Resposta As razbes atividade/
tipo 3 geralmente reduzido damente damente ausente que antigeno do FVW néo
1-10 Ul/dL <2 UI/dL reduzido reduzido corrige com devem ser calculadas
a adicdo de
crioprecipitado

*Ensaios de FVW dependentes de plaquetas incluem VWF:RCo, VWF:GP1M, VWF:GP1R ou VWF:Ab.

#Ensaios de VWF:Ag ou de atividade podem ser reduzidos na DVW tipo 2N, quando observados em um estado
heterozigoto composto com mutagdes nulas/quantitativas de FVW associadas.

$ Para determinar um defeito qualitativo, calcula-se a razdo entre o ensaio de atividade e o ensaio de antigeno do
FVW. Uma razdo menor que 0,6 ou 0,7 pode ser usada (dependendo da preferéncia do laboratério) para classificar
a DVW tipo 2.
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Diagnéstico de Doenca de Von Willebrand no Cenério de Poucos Recursos: a DVW é o distirbio hemorragico
hereditario mais comum, com prevaléncia estimada de 1%. Uma estimativa conservadora de prevaléncia é de 100
por milhdo de pessoas, com cerca de 80% delas no mundo em desenvolvimento. Apenas 2,6% do total de casos de
DVW relatados sdo provenientes do Sul da Asia e da Africa Subsaariana, embora contribuam com aproximadamente
40% da populagdo total em todo o mundo. A DVW é dividida em trés subtipos principais. A DVW tipo 3 é causada por
deficiéncia quantitativa grave de FVW devido a niveis indetectaveis de FVW. A DVW tipo 1 é causada por deficiéncia
quantitativa parcial. A DVW tipo 2 é uma deficiéncia qualitativa e é subdividida em quatro tipos - 2A, 2B, 2M e 2N.
Ha uma grande disparidade na distribuigcdo dos subtipos de DVW em diferentes partes do mundo. Na maioria dos
paises de renda alta e média-alta (HIC e UMIC), o tipo 1 é o subtipo mais comum (60-80%), seguido pelo tipo 2. A
DVW tipo 3 é rara e geralmente constitui menos de 5% dos casos. Em contraposicédo, a frequéncia da DVW tipo 3
é maior em muitos paises de renda baixa e média-baixa (LIC e LMIC), chegando a 64% em algumas partes, o que
estd bem resumido em um artigo de revisdo de Favaloro et al. Essa diferenga marcante no padréo de distribuicao
pode ser atribuida ao fato de que a maioria dos dados dos paises LMIC é de registros hospitalares onde apenas os
pacientes mais graves podem comparecer, e os mais leves ndo sdo detectados. Outro fator contribuinte é o aumento
da consanguinidade e dos casamentos em pequenas comunidades, o que aumenta a incidéncia da DVW tipo 3, uma
doenga hereditéria autossémica recessiva. H4 uma subnotificagdo consideravel de DVW, particularmente em paises
LIC e LMIC. Stonebraker et al relataram que a prevaléncia média de DVW em paises HIC, UMIC, LMIC e LIC foi de
60,3, 12,6, 2,5 e 1,1 por milhdo, respectivamente, o que foi significativamente diferente em relagéo a classificagdo
de renda, frequentemente <1 por milhdo em muitos paises LIC. No entanto, a variabilidade na prevaléncia de DVW
tipo 3 € menos acentuada, o que sugere que pacientes com DVW tipo 3 foram diagnosticados com mais frequéncia
do que outros subtipos nesses paises.

Obstaculos no diagndstico de DVW no cenério de poucos recursos

Baixa prioridade para cuidados de satide e distirbios hemorragicos: os cuidados de satide recebem baixa prioridade,
social e politicamente, na maioria dos paises em desenvolvimento, onde apenas 1% a 2% do produto interno bruto
¢ destinado a salde. Desse orgamento limitado, questdes mais urgentes de importancia para a satide publica, como
doengas infecciosas, mortalidade infantil e materna e desnutrigdo, tém precedéncia sobre condi¢des relativamente
mais raras, como distdrbios hemorragicos hereditarios, incluindo DVW.

Acesso precario a rede de satde e altos custos com assisténcia médica: em muitos paises em desenvolvimento,
a infraestrutura de satide é mal desenvolvida, com poucos hospitais que nao sao facilmente acessiveis a todos. Esse
pode ser o motivo da maior incidéncia de DVW grave em paises em desenvolvimento, onde apenas os pacientes
com sangramento mais grave comparecem ao hospital. O alto custo dos exames, a incapacidade de arcar com
as despesas de deslocamento envolvidas, a necessidade de interromper o emprego para realizar os exames e a
cobertura minima do seguro satide contribuem para o subdiagndstico de casos leves de DVW.

Indisponibilidade de reagentes para FVW e falta de infraestrutura laboratorial: as novas diretrizes para DVW de 2021
sugerem o uso de ensaios de atividade dependentes de plaquetas mais recentes, como VWF:GP1R e VWF:GP1M,
para o diagnostico de DVW. Entretanto, esses kits de ensaio ndo estdo disponiveis ou ndo sdo utilizados na maioria
dos paises LMIC e LIC. Outros problemas, como atraso no fornecimento de reagentes, manutengéo inadequada
das condigdes de transporte, baixo indice de encaminhamento de amostras, baixa validade dos reagentes e menor
numero de centros de encaminhamento, também contribuem para a escassez de instalagdes de testes de DVW.

Superando os obstaculos no diagnéstico de DVW no cenério de poucos recursos

Melhorar a identificagdo de casos de DVW por meio de BATs e testes de triagem baratos e de facil acesso: os testes
de triagem para DVW incluem tempo de sangramento cuténeo (SBT) e tempo de fechamento no Analisador de Fungao
Plaquetéria (PFA-200). Em nosso centro, analisamos uma grande coorte de pacientes (n = 444) com FVW reduzido <50
Ul/dL entre pacientes avaliados por suspeita de distirbio hemorragico durante um periodo de 7 anos, de janeiro de
2012 a margo de 2019. A maioria dos pacientes apresentava fenétipo tipo 3 (48,3%), em conformidade com outros
estudos publicados na fndia. Os pacientes também foram subclassificados de acordo com a gravidade, com base nos
niveis de VWF:RCo, como graves (<10%), moderados (10-30%) e leves (>30%), de acordo com a classificagdo proposta
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por Federici et al. (2014). A sensibilidade geral do SBT e do PFA-200 foi de 72% e 95%, conforme mostrado na Figura
19. E importante ressaltar que o SBT teve sensibilidade de 100% na identificagdo de DVW tipo 3 e sensibilidade muito
alta de 92% na DVW grave, que inclufa casos graves de tipo 1 e tipo 2. O SBT foi comparéavel ao PFA-200 nessas duas
categorias. De modo geral, pontuagdo anormal de BAT da ISTH foi observada em 75% dos casos de DVW.

Desde o advento do PFA-200 em 1995, inimeras publicagdes corroboram seu uso para diagndstico e monitoramento da
DVW, e ele substituiu o tempo de sangramento como teste de triagem para DVW na maioria dos paises desenvolvidos.
Todas as diretrizes também desencorajam o uso de SBT na investigacdo diagndstica de DVW. A sensibilidade do SBT e do
PFA-100/200 é semelhante para disturbios da fungdo plaquetéria e para DVW grave. Embora o PFA-100/200 tenha boa
sensibilidade para DVW, é um instrumento caro que a maioria dos laboratérios em paises em desenvolvimento ndo pode
usar e, portanto, ndo pode substituir o SBT nesse cenéario. A maioria dos casos de DVW em paises LIC e LMIC apresenta
DVW grave, cujo diagnéstico é frequentemente ignorado ou os individuos sdo diagnosticados erroneamente com hemofilia
A. Em cenérios com recursos limitados, onde a infraestrutura laboratorial, as instalagdes e a disponibilidade de reagentes
sdo limitadas, o tempo de sangramento é um teste de triagem com boa relagdo custo-beneficio para identificar DVW
grave em pacientes com histérico familiar/histérico de sangramento significativo. Possiveis casos devem ser preferivelmente
identificados por meio de BAT, como a BAT da ISTH. E importante observar que o SBT deve ser usado apenas em pacientes
com suspeita de disturbio hemorragico e ndo como teste de triagem pré-operatério ou para avaliar a resposta a medicamentos
antiplaquetarios. Além disso, casos mais leves de DVW podem apresentar SBT normal e passar despercebidos.
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Figura 19. Sensibilidade geral do SBT e do PFA-200

Abordagem custo-efetiva para realizar ensaios de FVW: uma das principais desvantagens na realizagéo de testes de DVW é
que a maioria dos kits comerciais é cara e ndo acessivel para a maior parte dos laboratérios em paises LIC e LMIC. No entanto,
muitos dos testes para DVW, como antigeno do FVW, ensaio de ligagdo ao coldgeno e ensaios de ligagdo ao FVIII, também
podem ser realizados por métodos internos manuais baseados em ELISA, o que reduz consideravelmente o custo. O uso de
um painel minimalista composto por SBT, TTPA, FVIIl, VWF:Ag e VWF:CBA pode identificar a maioria dos subtipos de DVW
(exceto DVW tipo 2M) e um diagndstico provisério de DVW pode ser feito com razoavel confianga. O diagndstico de tipo 2M
requer um ensaio de atividade dependente de plaquetas, como o ensaio de cofator de ristocetina, e pode ser omitido pelo
uso isolado desse painel.

O ensaio manual de cofator de ristocetina por agregometria é um teste muito trabalhoso e demorado, com falhas, alto CV
e um limite de detecgdo muito alto. A automagao do VWF:RCo melhorou significativamente seu CV e seu limite inferior de
deteccdo. Outra vantagem da automag&o € o uso de volumes menores de amostras e reagentes (a ristocetina é um reagente
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caro), o que reduz o custo por teste. Contudo, o uso continuo desse teste requer encaminhamentos de pacientes e pedidos
de testes suficientes. Poucos estudos foram publicados sobre o uso de métodos baseados em ELISA ndo comerciais para
VWF:GP1bR e VWF:GP1bM, que também sdo opgdes que podem ser exploradas. No entanto, isso requer conhecimento
técnico, disponibilidade de reagentes e pessoal motivado.

Como os testes manuais podem estar associados a erros, é necessério seguir medidas rigorosas de controle de qualidade,
como executar testes em duplicata ou triplicata em execugdes de ELISA, analisar amostras normais (PNP) e anormais em
paralelo a cada execugdo e participar de programa de EQAS para garantir a exatiddo dos resultados.

Recentemente, o National Institute of Immunohematology (NIIH) [Instituto Nacional de Imuno-hematologia] do Indian Council
of Mediical Research (ICMR) [Conselho Indiano de Pesquisa Médica], em Mumbai, desenvolveu um dispositivo portétil baseado
em cartdo para o diagndstico de DVW grave e hemofilia grave/moderada com niveis de FVIIl e FVW menores que 5 Ul/dL.
Trata-se de um teste rapido e custo-efetivo que pode ser utilizado em areas de abrangéncia para o diagnéstico provisério de
hemofilia A grave/moderada e DVW tipo 3. Atualmente, o dispositivo aguarda estudos de validagéo antes de ser comercializado.

Conclusgo: estima-se que 80% dos casos de DVW sejam provenientes de paises em desenvolvimento. Em muitos paises LIC
e LMIC, mais de 99% dos casos de DVW né&o séo identificados e/ou notificados. Diretrizes aplicaveis ao restante do mundo
podem ndo ser apropriadas nesse contexto em razdo da falta de reagentes, centros de treinamento e infraestrutura laboratorial.
O primeiro passo para melhorar a notificagéo de casos é aumentar o conhecimento sobre o uso de ferramentas simples, desde o
uso de BATs para identificar pacientes com possiveis distirbios hemorragicos até a triagem de pacientes suspeitos por meio de
testes facilmente disponiveis, como SBT e TTPA. Testes adicionais podem ser realizados com o uso de testes de antigeno do FVW
baseado em ELISA e/ou de CBA, ou encaminhados a um centro tercidrio para testes mais especializados, sempre que possivel.
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VIS A Investigacdo Laboratorial de Outros Fatores
de Coagulagao
Annette Bowyer

TOPICOS ABORDADOS

v Ensaios Baseados em TP (Ensaio de Um Estégio de v’ Ensaios Baseados em TTPA (Ensaio de Um Estégio
Fll, V, VIl e X) de FXI, FXIl, PKK ou HMWK)
v Fator XIII: Triagem, Atividade e Antigeno

Ensaios Baseados em TP (Ensaio de Um Estéagio de Fll, V, VIl e X): deficiéncias dos fatores de coagulacao Il, V, Vil ou
X sdo disttrbios hemorragicos raros (Mumford et al, 2014). Os ensaios de atividade dos fatores I, V, VIl ou X podem
ser realizados usando um ensaio de um estagio baseado em TP. O ensaio compara a capacidade de diluigdes de um
plasma padrdo ou de referéncia e plasma de teste para corrigir o TP de um plasma conhecido por ser totalmente
deficiente no fator de coagulagdo que esta sendo medido. No ensaio de FV, por exemplo (descrito abaixo), o plasma
é deficiente em FV, mas contém quantidades normais de todos os outros fatores de coagulagéo, incluindo I, VII, X
e fibrinogénio. Os fatores de coagulagéo II, VIl e X podem ser testados de forma semelhante, substituindo o plasma
deficiente em FV no exemplo dado abaixo pelo plasma deficiente correspondente e usando um plasma de referéncia
(padréo) com concentragdo conhecida do fator que esta sendo testado (Baker et al, 2020).

Reagentes:

v" Plasma deficiente em FV. Pode ser congénita ou artificialmente deficiente em FV (plasma envelhecido).

v Tampé&o veronal de Owren (OVB).

v" Plasma de teste citratado pobre em plaquetas.

v Para o padréo, é preferivel um plasma de referéncia (padréo) comercial ou, se indisponivel, um pool de
plasma normal pobre em plaquetas de 20 doadores (mantido a -70°C ou menos).

v" Plasma de controle de qualidade interno - comercial ou de origem local (CLSI, 2016).

v Reagente de tromboplastina que deve conter cloreto de calcio. A melhor pratica é usar a mesma
tromboplastina usada no teste de TP, mas uma tromboplastina alternativa pode ser usada para o
diagndstico de pacientes incomuns.

Método: decante reagente de tromboplastina suficiente em um tubo de vidro de 75 x 12 mm. Deixar aquecer a 37°C
por 5 minutos. Se o reagente de tromboplastina ndo contiver célcio, este deveré ser adicionado separadamente.
Decante CaCl, M/40 suficiente em um tubo de vidro de 75 x 12 mm. Deixar aquecer a 37°C por 5 minutos. Para os dois
testes, CQ e plasmas padrédo, preparar as diluigdes em tubos plésticos, conforme mostrado na Tabela 32.

Tabela 32. Preparacgéo de diluigdes de plasma de teste, CQ e padrdo para ensaios de um estagio de Fll, FV, FVIl e FX

Diluicdo Plasma (mL) OVB (mL)
1/5 0,1 0,4
1/10 0,1 0,9
1/20 0,5 (diluicdo 1/10) 0,5
1/40 0,5 (dilui¢do 1/20) 0,5

Observagao: misture bem a diluigdo 1/10 antes de usa-la para preparar a diluigdo 1/20. Misture bem a diluigdo 1/20 antes
de usa-la para preparar a diluigdo 1/40. As diluigbes de plasma devem ser testadas imediatamente ap6s a preparagéo.
Se a temperatura ambiente exceder 25°C, pode ser necessario manter as diluigdes em gelo derretido antes da analise.

Diagndstico de Hemofilia e Outros Disturbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 106



Teste cada diluigdo do plasma de referéncia (padréo/calibrador) da seguinte forma:

v Pipete 0,1 mL da diluigdo 1/10 para um tubo de vidro de 75 x 10 mm.
v' Adicione 0,1 mL de plasma deficiente em FV.

v Aquega a 37°C por 2 minutos.

v' Adicione 0,2 mL de reagente de tromboplastina pré-aquecido.

v Acione o crondmetro e misture.

Observacao: se o reagente de tromboplastina ndo contiver célcio, 0,1 mL de tromboplastina é adicionado a mistura
de dilui¢do e plasma deficiente. Apds um intervalo de 1 a 2 minutos para aquecimento a 37°C, a mistura é coagulada
com 0,1 mL de célcio pré-aquecido (a 37°C).

Registre o tempo de coagulagao:

* Repita a diluigdo 1/10 e, em seguida, teste as diluigdes 1/20 e 1/40 em duplicata.

* Repita as diluigdes do plasma de teste e de CQ. Teste em duplicata.

* Para plasmas de teste que devem ser normais, teste as diluigdes 1/10, 1/20 e 1/40. Para plasmas de teste
que devem ter niveis reduzidos, teste as dilui¢des 1/5, 1/10 e 1/20.

e Um "branco" também deve ser testado da seguinte forma:
o 0,1 mLde OVB
o 0,1 mL de plasma deficiente em FV
> 0,2 mL de reagente de tromboplastina/calcio

* O tempo de coagulagdo do "branco" reflete a qualidade do plasma deficiente e deve ser equivalente a
menos de 1 Ul/dL (<0,01 Ul/mL).

Resultados: calcule a média de cada resultado duplicado. Os tempos das duplicatas devem estar dentro de 10%
entre si para serem aceitaveis. Em papel logaritmico de 3 ciclos x 2 ciclos, plote os tempos de coagulagdo dos plasmas
de referéncia, teste e CQ em relagdo a concentragdo percentual de FV. A diluigdo 1/10 recebe arbitrariamente o
valor de 100%, portanto, a diluigdo 1/20 equivale a 50%, 1/40 a 25% e 1/5 a 200%. Como alternativa, plote a
concentragdo em escala logaritmica e o tempo de coagulagdo em escala linear. A quantidade relativa de FV no
plasma de teste em comparagdo com o plasma de referéncia é extrapolada a partir dos gréaficos. Um exemplo disso
é mostrado na segdo sobre ensaios baseados em TTPA. O tempo de coagulagdo equivalente a 100% do teste (o
ponto onde a linha de teste passa pela atividade de 100%) é lido a partir da linha padrédo (portanto, a concentragao
do padrdo que poderia fornecer aquele tempo de coagulagéo especifico). Isso resulta na concentragdo do teste em
porcentagem do padrdo. Essa porcentagem é multiplicada pelo valor da concentragdo do fator de coagulagdo no
plasma padrao (em Ul/dL) para obter a concentragdo no teste (em Ul/dL).

Observagdes: baixos niveis de atividade de FIl, FV, FVIl ou FX podem ser medidos em pacientes com doenca
hepatica (Kujovich et al, 2015). A faixa de referéncia de cada um desses fatores de coagulagédo para adultos deve ser
determinada localmente, mas frequentemente tem limite inferior de 50-70 Ul/dL para FV, FVIl e FX. O limite inferior
de referéncia para Fll é maior (Appel et al, 2012; Wakeman et al, 2005). A atividade de FVII pode aumentar durante
a gravidez (Fu et al, 2022). Individuos com nivel reduzido de FV também devem fazer um ensaio de atividade de FVIII
para excluir deficiéncia combinada de FV e FVIII (Zheng et al, 2013). Os fatores |l, VIl e X dependentes de vitamina
K podem ser naturalmente reduzidos ao nascimento, aumentando ao longo da infancia até atingir os niveis de
adultos. Faixas de referéncia para criangas podem ser estabelecidas localmente ou obtidas da literatura, levando-se
em consideracgdo a variagdo dos reagentes (Toulon et al, 2016; Attard et al, 2013; Di Felice et al, 2022). Em alguns
casos de deficiéncia de FVII (FVII Padua, FVII Nagoya, FVII Tondabayashi/Shinjo), pode haver discrepancia entre os
niveis de FVII:C obtidos, dependendo da fonte de tromboplastina. Portanto, o uso de tromboplastina humana é
aconselhavel visto que os resultados tém maior probabilidade de refletir a atividade in vivo. Em alguns casos raros,
o resultado pode ser muito baixo se for utilizada tromboplastina de coelho, mas mais alto ou normal se o ensaio
utilizar tromboplastina humana ou de cérebro de boi. Esse pode ser o motivo pelo qual alguns casos de deficiéncia
aparentemente grave de FVII ndo apresentam sintomas de sangramento (Balluet et al, 2020; Sevenet et al, 2017).
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Ensaios Baseados em TTPA (Ensaio de Um Estagio de FXI, FXII, PKK ou HMWK): a deficiéncia de FXI é um
distirbio hemorragico raro (Mumford et al, 2014), enquanto deficiéncias dos fatores de contato FXII, PKK e HMWK

ndo estdo associadas a sangramento (Maas et al, 2018), mas causam TTPA significativamente prolongado. O ensaio

de coagulagdo baseado em TTPA de um estégio para FXI é descrito nesta segdo. O ensaio se baseia na comparagao

da capacidade de diluigdes de plasmas padrao e de teste para corrigir o TTPA de um plasma conhecido por ser

totalmente deficiente em FXI, mas que contém todos os outros fatores necessarios para a coagulagdo normal. Para

os fatores FXII, PKK e HMWK, o ensaio é essencialmente o mesmo que o do FXI de um estégio, mas é realizado pela

substituicdo do plasma deficiente relevante pelo plasma deficiente em FXI e pela sele¢do do plasma de referéncia

apropriado. O reagente de TTPA utilizado no ensaio de PKK ndo pode usar 4cido elagico como ativador.

Reagentes:

v" Plasma de teste citratado pobre em plaquetas.

v' Plasma padrao (de referéncia).

v O plasma padrao (de referéncia/calibrador) utilizado deve ser um pool de plasma preparado localmente e

mantido a -40°C ou menos, ou um plasma padrdo comercial. Em ambos os casos, esse plasma de referéncia
deve ser calibrado para o ensaio de coagulagdo de FXI de acordo com o padréo internacional vigente para
FXI no plasma. N&o é aceitavel presumir que um pool de plasma normal tenha atividade de FXI de 100 Ul/dL.

Plasma de controle de qualidade interno (Baker et al, 2020):

Método:

Plasma deficiente em FXI.

Disponivel comercialmente ou pode ser coletado de um doador com deficiéncia grave nas seguintes
condicdes.

Nivel de FXI menor que 1 Ul/dL, sem histérico de anticorpos anti-FXI, sem tratamento por 2 semanas,
incluindo testes de fungdo hepética normais.

Fungdo hepética anormal pode ocasionar redugdo de outros fatores de coagulagdo, o que afeta a
especificidade do ensaio. Esse plasma pode ser armazenado em aliquotas a -20°C ou menos por
aproximadamente 3 meses (Zhao et al, 2018; Woodhams et al, 2001).

E preferivel utilizar plasma deficiente em FXI produzido por imunodeplecdo de FXI de plasma normal
utilizando um anticorpo monoclonal. Esse tipo de material estd disponivel comercialmente e tem a
vantagem de maior seguranca viral em comparagdo com o plasma proveniente de pacientes que foram
tratados com produtos derivados de plasma.

Contudo, nem todos os plasmas imunodepletados sdo <1 Ul/dL, e ¢é preciso ter cuidado ao verificar isso
antes do uso.

Reagente de TTPA sensivel a deficiéncias de fatores (CLSI, 2016). Observe que os reagentes de TTPA
ativados por acido eldgico sdo insensiveis a deficiéncia de PKK.

Solugdo salina tamponada de Owren (OBS ou tampé&o glioxalina).

CaCl, 25 mM (observe que o CaCl2 da Werfen fornecido com SynthASil é 20 mM).

Para FXI, FXIl e HMWK: faga dilui¢des 1/10 de plasma padrdo, de CQ e de teste em solugdo salina tamponada,
em tubos plasticos (se for esperado que o plasma de teste tenha um nivel muito baixo de fator, comece com
uma diluigdo 1/5). Usando volumes de 0,2 mL, faga diluigdes duplas em OBS de plasma padrao, de CQ e de
teste, de 1/10 a 1/40, em tubos plasticos (misture bem cada dilui¢do antes de transferir para o préximo tubo.)
As diluigdes de plasma devem ser testadas imediatamente apds a preparacgéo. Se a temperatura ambiente
exceder 25°C, pode ser necessério manter as diluigdes em gelo imido antes do teste.

Somente para PKK: diluigdes maiores de 1/100, 1/200 e 1/400 séo geralmente necessarias. Teste o plasma
padrao primeiro. Pipete 0,1 mL de cada diluigdo do padrdo em um tubo de vidro de 75 x 10 mm. Adicione
0,1 mL de plasma deficiente em FXI, misture e transfira para um banho-maria a 37°C. Adicione 0,1 mL de
reagente de TTPA, misture e incube por 2-5 minutos, dependendo do tempo de incubagéo recomendado
para o reagente de TTPA. Ao final do tempo de incubagdo, adicione 0,1 mL de CaCl,, misture e incline
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o tubo até que um codgulo seja visivel. Registre o tempo de coagulagdo. Repita as etapas 4-7 usando o
plasma de CQ e depois o plasma de teste. Um "branco" também deve ser preparado utilizando 0,1 mL
de OBS no lugar do plasma de teste. O tempo de coagulagdo do branco deve ser maior que o tempo de
1% de atividade de FXI do padréo lido no gréfico de calibragéo. Se o tempo for menor, isso indica que o
plasma deficiente ndo é totalmente deficiente em FXl e, portanto, ndo é um plasma substrato adequado.

Resultados: a representacdo grafica dos resultados ¢ igual a dos ensaios baseados em TP (descritos acima) e requer
papel milimetrado com escala logaritmica dupla ou logaritmica/linear. Para FXI, FXIl e HMWK, a dilui¢do 1/10 recebe
arbitrariamente o valor de 100%, a diluicdo 1/20, o valor de 50%, e a dilui¢do 1/40, o valor de 25%. Se utilizada, a
diluicdo 1/5 tem o valor de 200%. Para PKK, a diluicdo 1/100 recebe arbitrariamente o valor de 100%, a diluicdo
1/200, o valor de 50%, e a diluicdo 1/400, o valor de 25%. Se utilizada, a diluigdo 1/50 tem o valor de 200%. Linhas
retas, paralelas entre si, devem ser obtidas. Leia a concentragdo do CQ e da amostra de teste como nos ensaios
baseados em TP (descritos acima). Nesse exemplo, a concentragdo de FXI na amostra de teste é 7% daquela no
padrdo. Se o padrdo tiver uma concentragdo de 85 Ul/dL, o célculo é 85 Ul/dL x 7% = a amostra de teste tem
concentragdo de 6 Ul/dL. Se as linhas ndo forem paralelas, o ensaio deve ser repetido. Verifique os tempos de
coagulagdo da amostra de teste. Se forem muito longos, teste uma diluigdo 1/5 (ou 1/50 para PKK). Linhas nao
paralelas podem ocorrer devido a erro técnico. Se o erro técnico tiver sido eliminado, pode ser devido a presencga
de um inibidor, que pode agir especificamente contra o FXI ou pode ser do "tipo lipico", apresentando um padrao
convergente. Linhas divergentes sdo tipicas de uma amostra ativada (Baker et al, 2020).

Observacdes: deficiéncias de FXIl, PKK ou HMWK n3o estdo associadas a risco aumentado de sangramento. Os
reagentes de TTPA ativados por acido elagico sdo insensiveis a deficiéncia de PKK. Se a concentragdo de FXI,
FXII, PKK ou HMWK no plasma de teste for proxima de zero (ou seja, os tempos de coagulagdo de todas as
diluigdes forem semelhantes ao branco), podem ocorrer linhas ndo paralelas. A faixa de referéncia normal deve
ser estabelecida localmente, mas frequentemente tem limite inferior de 50-70 Ul/dL para cada um desses fatores.
Unidades Internacionais ja foram estabelecidas para FXI e FXIl no plasma, mas ndo ha planos de estabelecer
unidades internacionais para PKK ou HMWK.
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Figura 20. Grafico do ensaio de FXI
Fator XIlI (FXIIl): Triagem, Atividade e Antigeno

Triagem de FXIII (testes de solubilidade do codgulo): o FXIIl medeia a reticulagdo das cadeias o e y de fibrina. A
deficiéncia de FXIll é classificada como um distdrbio hemorragico raro e pode ser causada por mutagdes nas
subunidades cataliticas A do FXIIl ou nas subunidades transportadoras B do FXIII (Karimi et al, 2018). Atualmente, testes
qualitativos de solubilidade do codgulo de fibrina ndo sdo recomendados para uso em razdo da falta de padronizagéo
e da baixa sensibilidade. Recomenda-se que a deficiéncia de FXIIl seja diagnosticada por meio de um ensaio funcional
de atividade do FXIIl em vez de solubilidade do codgulo (Mumford et al, 2014; Palla et al, 2015; Kohler et al, 2011), mas
em algumas regides do mundo apenas ensaios de solubilidade do codgulo estao disponiveis. Testes de solubilidade do
coagulo contendo ureia 5M sdo mais especificos do que aqueles contendo acido acético, porém, hipofibrinogenemia
e disfibrinogenemia podem causar resultados falso-positivos no teste a base de ureia (Dorgalaleh et al, 2016). Testes de
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solubilidade do coagulo contendo 4cido monocloroacético (MCA) a 1% sdo mais sensiveis e rapidos do que os testes
a base de ureia (Dorgalaleh et al, 2016). Foi sugerido que os testes & base de ureia e acido acético sejam realizados
em paralelo para otimizar o diagnéstico (Dorgalaleh et al, 2016). Resultado positivo sé serd observado em casos de
deficiéncia grave de FXIIl, com atividade de FXIIl <5-10 Ul/dL, dependendo do método utilizado.

Método: trombina e célcio sdo necessérios para ativar o FXIII de forma que ele reticule a fibrina em uma forma estavel.
Nesse método, apesar do uso de plasma citratado, ions de calcio suficientes ainda estdo disponiveis para ativagdo
do FXIII. Plasma normal anticoagulado com &acido etilenodiaminotetracético (EDTA) é usado como controle. Nesse
plasma, o EDTA resulta em quelagdo completa dos ions de célcio, o que significa que o FXIIl ndo consegue reticular
a fibrina. A adi¢éo de 4cido acético a 2% ou ureia 5M resulta na lise de codgulos ndo reticulados, enquanto o plasma
citratado com >10 U/dL de atividade de FXIIl apresenta um coagulo insolivel. O teste é geralmente mais sensivel se
for utilizado acido acético (em vez de ureia), uma vez que o coagulo se dissolverd em niveis mais elevados de FXlll na
presenca de acido acético (Jennings et al, 2003).

Materiais/reagentes:

v Tubos de vidro de 75 x 10 mm
v Solugdo salina a 0,9%

v" Trombina 30 U/mL

v Plasma normal com EDTA

v Acido acético a 2%

Método: adicione 0,2 mL de plasma citratado de teste a 0,2 mL de solug&o salina a 0,9% em um tubo de vidro. Para o controle
positivo, repita com 0,2 mL de plasma com EDTA. Para o controle negativo, repita com 0,2 mL de plasma citratado normal.
Adicione 0,1 mL de trombina 30 U/mL e misture. Deixe em repouso por 30 minutos a 37°C. Agite os tubos para soltar os
coégulos das laterais. Adicione 5 mL de acido acético a 2% e tampe o tubo. Deixe em temperatura ambiente por 12 horas.

Resultados: o plasma com EDTA ndo deve apresentar codgulo visivel. O plasma citratado normal deve apresentar um
coagulo intacto e visivel. Se o coagulo nao for visivel, o individuo tem deficiéncia de FXIII.

Faixa normal: individuos normais apresentam um coagulo visivel ap6s 12 horas em acido acético a 2%.

Observagdes: ureia 5M pode ser usada no lugar de acido acético a 2%. O tempo de incubagédo para dissolugdo do
coagulo é de 18 horas nesse caso. Este método é menos sensivel, mas mais especifico do que o acido acético (descrito
acima). A coagulagdo com célcio e a lise com ureia produzem resultados anormais somente quando os niveis de FXIII
estdo abaixo de 5 U/dL. Em comparagéo, a coagulagdo com trombina 30 U/mL seguida de lise com acido acético a 2%
produz resultados anormais em niveis abaixo de 10 U/dL (Jennings et al, 2003). Ocasionalmente, pacientes com niveis
de FXIll acima de 5 U/dL podem apresentar sangramento (consulte Bolton-Maggs et al, 2004 para revisdo). Pacientes
com hipofibrinogenemia ou afibrinogenemia devem ser excluidos dos testes por esses testes.

Ensaio de atividade do FXIII: o FXIlIl medeia a reticulagdo das cadeias a e y de fibrina. A deficiéncia de FXIII é classificada
como um distirbio hemorragico raro e pode ser causada por mutagdes nas subunidades cataliticas A do FXIIl ou nas
subunidades transportadoras B do FXIII (Karimi et al, 2018; Mumford et al, 2014). Os métodos atualmente disponiveis
para diagndsticos clinicos laboratoriais de deficiéncia de FXIII incluem ensaios de solubilidade do coagulo, ensaios
quantitativos de atividade do FXllla, ensaios de antigeno de FXIII especificos para o complexo FXIII-A2B2, FXIII-A2 ou
FXIII-B2, e testes genéticos (Palla et al, 2015). Recomenda-se que a deficiéncia de FXIl seja diagnosticada por meio de
um ensaio funcional de atividade do FXIIl em vez de solubilidade do codgulo (Mumford et al, 2014; Kohler et al, 2011;
Dorgalaleh et al, 2016). A maioria dos ensaios de atividade do FXIII é sensivel apenas a deficiéncias da subunidade A do
FXIII. A superficie de uma placa de microtitulagdo é revestida com fibrinogénio. Ligagdo nao especifica é impedida por
um agente bloqueador especial. O FXIIl na amostra é ativado por trombina e ions de célcio. Na etapa de incorporagéo,
o FXllla no plasma de teste incorpora o substrato, 5-biotinamidopentilamina (BAPA), ao substrato fibrinogénio de FXIII
revestido na placa na presenga de célcio. A quantidade de BAPA incorporada é proporcional a atividade do FXIII da
amostra de teste. Na etapa seguinte, um conjugado Strept-AP (estreptavidina-fosfatase alcalina) é ligado ao BAPA
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incorporado. A fosfatase alcalina converte o substrato sintético pNPP (p-nitrofenil fosfato) em fosfato e p-nitrofencol,
que podem ser medidos a 405 nm. Os reagentes para o método descrito abaixo estdo disponiveis comercialmente
na forma de kit (Pefakit ensaio de incorporagéo de FXIII, Pentapharm, Suiga). Observe que estdo disponiveis outros
ensaios de atividade de outros fabricantes, incluindo o kit Berichrom FXIII (Siemens, Marburg, Alemanha) para liberagéo
de aménia e o ensaio fluorogénico de atividade do FXIII Technoflur (Technoclone, Viena, Austria).

Reagentes: todos os reagentes necessarios estdo incluidos no kit comercial.
Método:
Dia 1

v Deixe os componentes do kit atingirem a temperatura ambiente por 30 minutos.

v Reconstitua o reagente de revestimento (R2) em agua destilada, de acordo com o volume recomendado pelo
fabricante.

v" Adicione 100 plL de reagente de revestimento por pogo aos pogos vazios das tiras da placa de microtitulagao.

v" Congele o excesso de reagente de revestimento para uso posterior. Ele permanece estavel por 6 meses a -20°C.

v’ Sele as tiras com o lacre plastico fornecido e incube durante a noite (14 a 16 horas) em temperaturas de 20-25°C.

Dia 2

v Dilua 50 mL de TBS R1 (solugéo salina tamponada com tris) concentrado 20x em 950 mL de dgua destilada
ou em um volume menor, se necessario.

v Dilua 3 mL do reagente de bloqueio R3 com 27 mL de TBS R1 diluido. Congele o excesso de R3.

v Descarte o reagente de revestimento da placa de microtitulagdo, inverta a tira e bata levemente no tecido
para remover os residuos.

v" Adicione 300 pL de reagente de bloqueio diluido a cada pogo.

v Incube por 1-1,5 horas a 37°C em uma incubadora.

v' Reconstitua o calibrador R10 em 0,5 mL de &dgua destilada e os trés controles, R11, R12 e R13, em 0,2 mL
de &gua destilada.

v" Descongele os plasmas de teste congelados a 37°C por 5 minutos antes da analise.

v Prepare um recipiente com algumas centenas de mL de uma mistura de gelo/dgua como banho de gelo.

v' Faca diluigbes de todos os plasmas de teste e controle, 10 pL de plasma e 1 mL de tampao TBS R1 diluido
(diluicdo 1:101). Misture em vortex.

v' Faca dilui¢des do calibrador da seguinte forma:

Cal 1: 30 yL de R10 + 970 pL de TBS R1
Cal 2: 20 uL de R10 + 980 pL de TBS R1
Cal 3: 75 uL de R10 + 25 pL de TBS R1
Cal 4: 25 uL de R10 + 75 pL de TBS R1
Cal 5: 10 pL de R10 + 90 pL de TBS R1

Observagao: as diluigdes 1 e 2 estdo prontas para uso. Dilua ainda mais 10 plL das diluigdes dos calibradores 3-5
em 1 mL de TBS R1. Lave a placa trés vezes com 300 yL/pogo de TBS R1. Inverta e bata levemente no tecido para
remover o excesso de liquido. Reconstitua o reagente ativador parte A (R4) e parte B (R5) em 5 mL de 4gua destilada
cada. Mantenha em banho de gelo derretido/agua gelada por no méximo 30 minutos. Adicione 25 pL cada de plasma
calibrador, de controle ou teste nos pogos apropriados. Inclua um branco de TBS R1. Misture os reagentes ativadores
parte A e B (R4 e R5) para formar o reagente de incorporagéo final. Adicione 75 pL do reagente de incorporagao final
a cada pogo, inclusive ao pogo do branco. Incube por 30 minutos a 37°C na incubadora. Adicione 200 pL/pogo de
solugdo de interrupgédo da incorporagao Ré. Misture delicadamente por 10 minutos no agitador de placas. Reconstitua
o reagente de detecgdo R7 adicionando 12 mL de &gua destilada. Congele o R7 diluido ndo utilizado. Lave a placa
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quatro vezes com 300 pL/pogo de TBS. Retire o excesso de liquido. Adicione 100 pl/pogo de reagente de detecgao
R7. Incube por 15 minutos a 37°C na incubadora. Lave a placa quatro vezes com 300 pL/pogo de TBS. Retire o excesso
de liquido. Prepare a solugdo de substrato imediatamente antes do uso:

v Para 96 pogos (placa inteira), adicione 9 comprimidos R8b a 22,5 mL de tampé&o dietanolamina R8a
v Para 64 pogos (8 tiras), adicione 6 comprimidos a 15 mL de dietanolamina

v Para 32 pogos (4 tiras), adicione 3 comprimidos a 7,5 mL de dietanolamina

v' Para 24 pogos (3 tiras), adicione 2 comprimidos a 5 mL de dietanolamina

Adicione 180 pL/pogo de solugédo de substrato. Incube por 11 minutos a 37°C na incubadora. Adicione 50 uL/pogo de
solugdo de interrupgdo (NaOH 4M) R9. Leia as densidades épticas em 15 minutos a 405 nm em um leitor de placas de
microtitulacdo.

Observacao: vérios reagentes do kit podem ser armazenados congelados para uso posterior, conforme descrito
acima. No entanto, o substrato, o reagente ativador partes A e B, os calibradores e os controles ndo devem ser
congelados. Kits de reagentes parciais contendo esses materiais podem ser adquiridos para uso com quaisquer
reagentes parcialmente usados que tenham sido congelados. Isso reduz o custo por teste se as amostras de teste
forem analisadas em pequenos lotes.

Caélculo dos resultados: as diluicdes dos calibradores e os valores de controle sdo fornecidos com cada kit. Utilizando
um software de tratamento de dados adequado ou papel milimetrado, construa uma curva de calibragdo plotando a
concentragdo em relagdo a densidade 6ptica (DO) das diluigdes dos calibradores apds subtrair a DO do branco. Utilize
uma escala linear-linear. Subtraia a DO do branco das DOs das diluicdes da amostra de teste/controle e converta as
DOs em atividade do FXIII, utilizando a curva de calibragdo. Os resultados do paciente podem ser aceitos se os valores
da amostra de controle estiverem dentro da faixa aceitavel.
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NIl Plaquetas

Tulasi Geevar

TOPICOS ABORDADOS

4 Contagem de Plaquetas V' Teste de Funcéo Plaquetéria por Citometria de Fluxo
V' Teste de Funcdo Plaquetaria

Contagem de Plaquetas: o sangue é misturado a um diluente que causa hemdlise das heméacias. O hemocitémetro
é preenchido com liquido diluente e as plaquetas sdo contadas no microscépio, de preferéncia com contraste de
fase, se disponivel.

Materiais/equipamentos:

v' Camara de contagem fina e de fundo plano (hemocitémetro de contraste de fase com marcagdo Neubauer)

v Microscopio de contraste de fase equipado com condensador de longa distancia de trabalho, se
disponivel; caso contrério, um microscépio éptico comum

v Pipeta de 20 pL

v" Pipeta graduada de 2 mL

v Tubo de 12 x 75 mm

v" Misturador mecénico

Reagente: liquido diluente: oxalato de aménio 1% em agua destilada. Mantenha no refrigerador e sempre filtre
imediatamente antes de usar.

Amostra: se a amostra de sangue for de picada no dedo, a pungéo deve estar limpa e o sangue fluindo liviemente.
Limpe a primeira gota de sangue. Se a amostra de sangue for de sangue venoso, ela deve ser coletada em seringa
de plastico seco (ou vidro siliconizado) com agulha curta de calibre ndo inferior a 21. A agulha deve ser removida
antes que o sangue seja transferido para um recipiente plastico com EDTA. O sangue e o anticoagulante devem ser
misturados suavemente, para evitar a formagéo de espuma, sem demora.

Método: pipete 0,38 mL de liquido diluente em um tubo de ensaio. Encha a pipeta de 20 pL até a marca e limpe
a parte externa dela. Despeje o conteldo da pipeta no liquido diluente e lave a pipeta aspirando o sangue e
despejando-o no tubo algumas vezes. Misture por pelo menos 10 minutos manualmente ou, de preferéncia, com um
misturador mecanico. Encha o hemocitémetro conforme descrito abaixo. Cubra a cdmara com uma placa de Petri
por 10 a 20 minutos para permitir que as plaquetas se decantem. Deixe um pedago de algoddo Umido ou papel
de filtro na placa para evitar a evaporagéo. Usando um microscépio, conte as plaquetas nos quadrados grandes de
1 mm (= 0,1 pL). Conte as plaquetas em quantos quadrados forem necessérios para atingir uma contagem de pelo
menos 100. As plaquetas parecem redondas ou ovais, e sua estrutura granular interna e brilho purpura permitem
que sejam distinguidas de detritos. Hemacias fantasmas que foram lisadas pelo oxalato de aménio séo vistas ao
fundo. Se o contraste de fase n&o estiver disponivel, um microscépio 6ptico comum pode ser usado, desde que
o condensador seja reduzido para fornecer baixa intensidade de luz. Calcule o nimero de plaquetas por litro de
sangue de acordo com a férmula abaixo.

Hemocitémetro: a cdmara de contagem do hemocitémetro, com marcagdo Neubauer ou Neubauer aprimorada,
é construida de forma que a distancia entre a parte inferior da laminula e a superficie da cdmara seja de 0,1 mm.
A superficie da cdmara contém duas &reas com marcagdes especiais, com dimensdes mostradas na Figura 21. O 1
mm?2 central possui linhas de contorno duplas ou triplas. Nas areas centrais, ha 25 quadrados na marcagdo Neubauer
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aprimorada e 16 quadrados na marcagdo Neubauer. Cada quadrado tem uma area de 0,04 mm?2 (0,2 x 0,2 mm).
Esses quadrados sdo, por sua vez, divididos em quadrados menores, cada um com 0,0025 mm?2 (0,05 x 0,05 mm).
Os quadrantes externos da area demarcada tém 1 mm? cada e s&o divididos em 16 quadrados.

Caélculos:
A férmula para calcular a contagem de células é:
Contagem (células/L) = N x D/A x 10 x 10°
Onde N = ndmero total de células contadas
D = diluigdo
A = &rea total contada (em mm?)
10 = fator para calcular o volume em pL a partir da drea (em mm?) e da profundidade da cdmara
(0,1 mm)
10¢ = fator para converter contagem/pL em contagem/L

Fontes de erro na contagem de células: quando se utiliza sangue capilar, deve-se obter uma gota fluida.
Quando se utiliza sangue anticoagulado, a amostra deve ser cuidadosamente misturada, invertendo o tubo
de sangue pelo menos 20 vezes antes da coleta. Ndo agite o tubo, pois a agitagdo produz espuma, o que
impossibilita a pipetagem exata. Incline o tubo bem misturado em um angulo de 45° ou um pouco mais e
pipete pela borda do tubo, seguindo os mesmos procedimentos usados para o sangue capilar. As pipetas para
coleta de sangue devem estar limpas e secas. A pipeta deve ser enchida rapidamente e o sangue deve ser
coletado com exatiddo, utilizando um dispositivo de sucgdo acoplado a pipeta, até a linha desejada. Se a linha
for ligeiramente ultrapassada, o excesso de sangue pode ser eliminado encostando a borda da pipeta em um
pedago de papel de filtro ou lengo de papel macio. Se a linha for ultrapassada, uma nova pipeta deve ser usada.
N&o deve haver bolhas de ar na coluna de sangue. A parte externa da pipeta deve ser limpa para remover o
sangue (com cuidado para ndo puxar sangue pela ponta) antes de ser introduzida no liquido diluente. Depois
que o conteldo da pipeta for despejado no diluente, o liquido diluente deve ser aspirado para dentro da
pipeta com sucgdo constante vérias vezes, para garantir que todo o sangue seja despejado no liquido. O
tubo com o sangue diluido deve ser agitado suavemente por pelo menos dois minutos manualmente ou, de
preferéncia, em um agitador mecénico. Apés a agitagdo do tubo, a cdmara é imediatamente preenchida com
uma pipeta Pasteur ou tubo capilar. A cdmara é preenchida por capilaridade, com o fluxo de liquido da pipeta
ou capilar regulado para que preencha de forma rapida e suave. A cdmara deve ser preenchida completamente,
mas o liquido ndo deve transbordar para os canais. Deixe as células repousarem na area de contagem por
10 a 20 minutos e, em seguida, prossiga com a contagem. A cdmara do hemocitémetro e a tampa de vidro
devem estar limpas e secas antes do uso. Erros importantes podem ser causados por impressdes digitais ou
por uma pelicula oleosa. Um nimero suficiente de células deve ser contado para reduzir o erro decorrente da
distribui¢do aleatéria das células. Na prética, pelo menos 100 células devem ser contadas. Como verificagado
adicional da distribuicdo correta das células na cdmara, o nimero de células contadas em cada éarea (ou seja,
nos quadrados grandes) ndo deve diferir em mais de 10%.

Controles: duas dilui¢des devem ser feitas e a média das duas contagens deve ser obtida; as duas contagens
devem concordar em até 10%.

Fontes de erro na contagem de plaquetas: o sangue obtido por pungédo venosa é preferivel ao sangue capilar,
pois as plaquetas aderem a ferida e as diluigdes sucessivas a partir de uma picada no dedo nem sempre séo
reprodutiveis. Os erros gerais de pipetagem e hemocitometria sdo descritos acima. Além disso, deve-se prestar
atencdo especial a limpeza rigorosa da camara de contagem, pois sujeira e detritos podem ser contados como

Diagndstico de Hemofilia e Outros Distdrbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 114



plaquetas. Lave a cdmara com &gua e sabdo, enxdgue com agua destilada, deixe escorrer e seque com um pano
sem fiapos. Certifique-se de que a laminula esteja limpa antes de usé-la. A presenga de aglomerados de plaquetas
impede contagens confidveis. Se a amostra contiver aglomerados, uma nova amostra deve ser coletada. O diluente
de oxalato de aménio deve ser mantido refrigerado e descartado se houver evidéncia de contaminagdo bacteriana.
A amostra deve ser contada em até trés horas ap6s a coleta.

(@)

10.2 Teste de Fungdo Plaquetaria

10.3 Retracdo do Coagulo

] T 10.4 Medicéo da Agregagdo Plaquetaria

3mm

Figura 21. Camara de contagem do hemocitémetro (a) Neubauer e (b) Neubauer aprimorada

Teste de Fungao Plaquetéria: a principal fungdo das plaquetas é auxiliar a hemostasia por meio da formagéo de um tampéo
plaquetario nos locais de lesdo vascular. Quando o vaso sanguineo é lesionado e as microfibrilas subendoteliais e as
fibras de coldgeno sdo expostas, as plaquetas se ligam a parede do vaso, um processo denominado adesao plaquetaria.
Em locais de alto cisalhamento, as plaquetas se ligam aos vasos indiretamente com a ajuda de multimeros de FVW de
alto peso molecular. O FVW se liga ao coldgeno exposto por meio de seu dominio A3, e as plaquetas se ligam ao FVYW
ligado ao colageno por meio de seu receptor GPlba. As plaquetas também podem aderir diretamente ao coladgeno
no subendotélio com os receptores de glicoproteina VI (GPVI) e integrina a2B1. Depois de aderirem a parede do vaso,
as plaquetas sofrem uma série de alteragdes: por meio da reorganizagdo do citoesqueleto plaquetério, elas passam de
pequenas estruturas em forma de disco para esferas espiculadas com o desenvolvimento de filopddios. A inversao da
membrana transloca fosfolipidios aniénicos pré-coagulantes, principalmente fosfatidilserina, para a superficie externa das
plaquetas, formando uma boa plataforma para a geragéo de trombina. As plaquetas liberam o contetido de granulos alfa
(por exemplo, fibrinogénio, FV, FVW e fatores de crescimento) e densos (por exemplo, ADP, ATP, célcio e serotonina). Isso
causa mais ativagao plaquetaria. A formagao de tromboxano A2 (TxA,) ocorre a partir do &cido araquidénico via fosfolipase
A2, ciclooxigenase-1 (COX-1) e TXA, sintase. Agonistas plaquetarios (ADP, TxA, e trombina) ligam-se a receptores
de membrana especificos e iniciam a agregagéo plaquetéria pela ativagdo do receptor de integrina a2p3 (GPllb-llla),
que se liga ao fibrinogénio e/ou ao FVW para formar o tampéo plaquetério. Anormalidades em qualquer uma dessas
vias, que causam adesao, ativagdo, degranulagdo e agregagdo plaquetéria, podem ocasionar disfuncéo plaquetéria. Os
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distirbios plaquetarios incluem defeitos quantitativos (trombocitopenia) ou qualitativos e podem ser hereditarios ou
adquiridos. Os sintomas de sangramento sdo principalmente mucocutaneos, como equimoses, sangramento gengival,
hematomas frequentes, menorragia, hemorragia pos-parto e sangramento gastrointestinal (melena, hematémese
ou hematoquezia). Os sintomas podem ser leves ou graves, dependendo da anormalidade. Uma lista de distdrbios
hereditérios da fungdo plaquetaria (IPFDs) com caracteristicas clinicas e laboratoriais relevantes associadas é apresentada
na Tabela 33. A prevaléncia real de distirbios plaquetérios é desconhecida. Acredita-se que os distlrbios da fungéo
plaquetéria sejam mais comuns do que se imaginava anteriormente devido ao subdiagnéstico. Em areas do mundo
onde a consanguinidade é comum, doencas autossdémicas recessivas como trombastenia de Glanzmann e sindrome de
Bernard Soulier tém maior prevaléncia. Embora o diagndstico de trombastenia de Glanzmann e sindrome de Bernard
Soulier seja relativamente fécil devido ao padrdo de agregometria tipico, o diagnéstico da maioria dos outros IPFDs
é complicado e requer exames complexos. Na investigagdo de pacientes com suspeita de IPFD, é importante coletar
histérico clinico detalhado, incluindo histérico pessoal e familiar. O uso de uma BAT validada, como a BAT da ISTH, é
fortemente incentivado. O histérico também deve incluir histérico de medicamentos, ingestdo alimentar recente que
possa interferir na fungdo plaquetéria, presenca de outras caracteristicas (por exemplo, eczema, infecgdes recorrentes,
casos familiares de mielodisplasia, LMA) e possiveis caracteristicas sindrémicas (por exemplo, perda auditiva, defeitos
cardiacos, dismorfismo facial ou ésseo, albinismo) que podem auxiliar no diagnéstico. Investigagdes laboratoriais
preliminares devem incluir hemograma completo, incluindo contagem de plaquetas, exame de esfregago sanguineo
para verificar a morfologia plaquetéria e outras caracteristicas das células sanguineas (veja abaixo), determinagdo do
tempo de sangramento cutaneo (descrito na Segdo 11), testes de triagem para testes hemostaticos secundarios (TP e
TTPA) e ensaio de fibrinogénio para excluir outros distirbios de coagulagdo. Recomenda-se a realizagdo de testes de
triagem para DVW (ou seja, atividade do FVW, antigeno do FVW) concomitantemente ou antes de uma investigagao
mais aprofundada de distirbios da funcdo plaquetaria. DVW, DVW tipo 2B e DVW tipo plaquetéria também podem
apresentar macrotrombocitopenia e devem ser considerados em pacientes com baixa contagem de plaquetas. Outro
teste simples que pode indicar a presenga de um defeito na fungdo plaquetaria é o método de retragdo do coagulo,
descrito a seguir.

Retracdo do coagulo: a retragdo do codgulo no sangue total coagulado pode indicar o nimero e a fungéo das plaquetas.
Quando o coagulo se retrai, o soro é expresso e o grau de retragdo do codgulo pode ser medido.

Método: colete 1 mL de sangue em um tubo de ensaio de vidro (75 mm x 10 mm) e mantenha a 37°C. Examine
o tubo visualmente até a formagdo de um coagulo firme. Deixe em repouso a 37°C por mais uma hora. Mega a
distdncia da base do tubo ao menisco. Remova cuidadosamente o codgulo com um palito de madeira fino (por
exemplo, um palito de coquetel), deixando o soro que foi expresso pelo codgulo no tubo. Mega a distancia da base
do tubo ao menisco do soro. Divida a distédncia do soro pela distancia total e multiplique por 100 para obter uma
porcentagem.

Interpretagdo: normalmente, mais de 40% do soro é expresso. Expressao reduzida esta presente em alguns defeitos
plaquetérios, notadamente na trombastenia de Glanzmann. Também pode ser anormal em casos de trombocitopenia
grave, sindrome de Wiskott Aldrich e sindrome de Stormorken.

Observagoes: os tubos e o palito de madeira devem estar absolutamente limpos para evitar que o coagulo grude
no tubo. O codgulo deve ser removido com cuidado e delicadeza para evitar que seja espremido e, portanto, que
mais Soro seja expresso.

Contagem de plaquetas, morfologia e exame de esfregago de sangue periférico: os testes iniciais em caso de suspeita
de distirbio da fungdo plaquetaria devem incluir hemograma completo, juntamente com avaliagdo de esfregaco de
sangue periférico. Isso ajuda a detectar anormalidades no niimero, tamanho e morfologia das plaquetas, o que pode
fornecer pistas importantes para exames laboratoriais adicionais. A contagem de plaquetas pode ser medida por método
microscopico manual, contagem automatizada em analisadores hematolégicos e marcagdo imunolégica por citometria
de fluxo. A estimativa da contagem de plaquetas no esfregaco periférico deve ser realizada para confirmar a contagem
de plaquetas, especialmente em casos de macrotrombocitopenia ou anisocitose plaquetaria. Em um esfregago bem
preparado e corado, o nimero médio de plaquetas é contado em 10 campos de imersdo em 6leo (100x). Este valor
deve ser multiplicado por 15.000 para determinar a contagem de plaquetas/pL. E importante verificar o esfregago
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para avaliar aglomerados plaquetarios, tamanho, morfologia e granularidade das plaquetas. Pseudotrombocitopenia
causada por aglutinagdo plaquetéaria dependente de EDTA e satelitismo (rosetas de plaquetas ao redor de neutréfilos)
deve ser descartada. E importante lembrar que aglomerados plaquetérios também podem ser observados na DVW
tipo plaquetaria ou tipo 2B e ndo devem ser confundidos com aglutinagédo induzida por EDTA. A DVW tipo plaquetaria
também pode apresentar plaquetas grandes no esfregago. Tamanho anormal das plaquetas é frequentemente uma
caracteristica de disturbios plaquetérios hereditarios (com ou sem disfungdo plaquetaria), como mostrado abaixo:

* Plaquetas pequenas: sindrome de Wiskott-Aldrich, trombocitopenia ligada ao X, deficiéncia de ADAP

* Plaquetas grandes/gigantes: sindrome de Bernard Soulier (gigantes), disturbios relacionados a MYH9
(gigantes), sindrome das plaquetas cinzentas e sindromes de deficiéncia de granulos o, DVW tipo plaquetéria,
trombocitopenia relacionada a ITGA2B/ITGB3 (variante GT), filaminopatia, trombocitopenia relacionada a
SLFN14, defeitos de GATA1, sindrome velocardiofacial

* Plaquetas normais: Todos os demais distirbios

O volume plaquetario médio (VPM) é um paradmetro prontamente disponivel em analisadores hematoldgicos de contagem
de plaquetas por impedéncia e fornece uma estimativa do tamanho das plaquetas. Os laboratérios devem estabelecer
suas proprias faixas de referéncia, pois o VPM pode variar entre os instrumentos. Plaquetas pequenas podem facilmente
passar despercebidas na microscopia dptica e VPM reduzido pode ser o primeiro indicio de possivel sindrome de Wiskott-
Aldrich. Vérios fatores podem afetar a medi¢do do VPM e interferir na contagem de plaquetas por impedancia, como
anormalidades em hemdcias e plaquetas. A presenca de hemécias microciticas e fragmentadas pode superestimar a
contagem de plaquetas, enquanto a presenca de plaquetas grandes e/ou gigantes pode néo ser detectada, causando
subestimagdo da contagem de plaquetas. Nesses cendrios, a contagem de plaquetas e o VPM n&o serdo confiaveis. E
muito Util observar concomitantemente o histograma plaguetério que consegue identificar anormalidades no tamanho
das plaquetas e possiveis interferéncias/contaminagdo. Na macrotrombocitopenia, contagens pticas ou fluorescentes de
plaquetas fornecem contagens plaquetérias mais precisas. Plaquetas grandes e pélidas com citoplasma cinza-azulado e
granulos azurdfilos ausentes ou acentuadamente reduzidos podem ser observadas na sindrome das plaquetas cinzentas
devido a deficiéncia de granulos a.. A sindrome de Paris-Trousseau apresenta plaquetas grandes a gigantes, algumas delas
com gréanulos a aglomerados/fundidos, formando um Unico granulo grande e aglomerado. Anisocitose plaquetaria (ou seja,
variagdo no tamanho das plaquetas) e “anisogranularity” (ou seja, variagdo na granularidade das plaquetas), com presenca
de plaguetas pélidas e com aspecto vazio, sdo caracteristicas classicas da disfungéo plaquetéria adquirida com eosinofilia
(APDE). APDE ¢ uma didtese hemorrégica transitéria associada a eosinofilia, comumente presente em criangas do Sudeste
Asidtico e revertida com o tratamento da eosinofilia. Anormalidades morfologicas também podem ser observadas em outras
células sanguineas. Presenca de corpos de inclusdo semelhantes aos de Dohle nos neutréfilos em distirbios relacionados
a MYH?9, granulos citoplasmaticos gigantes peroxidase-positivos em neutréfilos e/ou outros leucécitos na sindrome de
Chediak Higashi, corpos de Howell Jolly na sindrome de Stormoken e diseritropoiese em mutagdes no gene GATA-1.

Medicao da agregagao plaquetéria por agregometria de transmissao de luz: agregometria de transmissao de luz (LTA)
é o padréo ouro para testes de fungao plaquetaria. Foi descrita pela primeira vez de forma independente por O'Brien e
Born na década de 1960. O principio se baseia nas alteragdes na densidade ptica do plasma rico em plaquetas (PRP)
a medida que as plaquetas sdo ativadas e formam agregados. O PRP ¢ turvo devido a suspensdo de plaquetas em
comparagéo ao PPP. Depois que agonistas sdo adicionados ao PRP, as plaquetas formam agregados e se depositam,
limpando o plasma e permitindo a passagem de mais luz. A alteragdo na luz transmitida é medida ao longo do tempo
por um agregdmetro e representada graficamente. Ao comparar o padrdo de resposta de agregagdo a cada agonista, o
tipo de disturbio da fungdo plaquetaria pode ser suspeitado e diagnosticado. Varias excelentes revisdes e diretrizes para
testes de funcdo plaquetéria e diagndstico de IPFDs foram publicadas.

Precaugdes antes do estudo de agregacao plaquetaria (varidveis pré-analiticas na agregacao plaquetaria): amostras de
sangue para LTA devem ser coletadas ap6s um curto periodo de repouso. Os individuos ndo devem fumar pelo menos 30
minutos antes nem ingerir cafeina pelo menos 2 horas antes do teste. Um registro de todos os medicamentos, incluindo
medicamentos nativos/fitoterapicos, administrados nos Ultimos 10 dias deve ser documentado. Para obter uma lista de
medicamentos que podem interferir na fungdo plaquetéria, consulte as diretrizes da British Society for Haematology
sobre testes de fun¢do plaquetaria mencionados abaixo. Medicamentos que sabidamente inibem de maneira reversivel
a fungédo plaquetaria (por exemplo, AINEs) devem ser interrompidos pelo menos 3 dias antes da coleta. Medicamentos
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que sabidamente inibem de maneira irreversivel a fungdo plaquetaria (por exemplo, aspirina, tienopiridinas) devem ser
interrompidos pelo menos 10 dias antes da coleta, a menos que seu efeito esteja sendo especificamente investigado. O
ideal é que os pacientes estejam em jejum, de preferéncia apds o periodo noturno. Caso contrario, evite coletar amostras
apds refeicdes gordurosas. Muitos outros ingredientes "normais" da dieta, incluindo alcool, cebola, alho, pimenta e
gengibre, também podem inibir a agregagéo plaquetéria. Isso deve ser levado em consideragéo ao avaliar os resultados.
O sangue deve ser coletado com venostase minima ou inexistente, utilizando uma agulha de calibre 21, no minimo, em
anticoagulante tamponado com citrato de sédio 109 mM ou 129 mM. Os primeiros 3-4 mL de sangue coletados devem
ser descartados ou utilizados para outros testes que ndo a LTA (por exemplo, TP/TTPA). Quando a coleta da amostra for
dificil, tubos subpreenchidos podem ser utilizados apenas para descartar defeitos graves da fungéo plaquetéria, como
trombastenia de Glanzmann ou sindrome de Bernard-Soulier.

Preparacéo de plasma rico em plaquetas e pobre em plaquetas: as amostras de sangue devem ser deixadas em repouso
em temperatura ambiente por pelo menos 15 minutos antes da centrifugacdo. A refrigeragéo das plaquetas pode causar
ativagao e, portanto, as amostras devem ser sempre mantidas em temperatura ambiente. O PRP deve ser preparado
centrifugando as amostras de sangue a 200 g por 10 minutos em temperatura ambiente (~21 C) sem o uso de freio.
Para amostras com plaquetas muito grandes, como na sindrome de Bernard-Soulier, o PRP deve ser preparado por
sedimentagdo sanguinea por 30 minutos. O PRP é cuidadosamente removido, evitando contaminagdo com hemécias
ou com a camada leucocitéria (a agregagdo sera diminuida se qualquer uma delas estiver presente), em um tubo de
polipropileno tampado, mantido na vertical a 20-25°C. O PPP deve ser preparado centrifugando o sangue total, ou os
tubos de sangue dos quais o PRP foi removido, em temperatura ambiente a 1500 g por 15 minutos. Amostras muito
hemolisadas devem ser rejeitadas. Se a amostra for lipémica, indique isso no relatério final. E necessario verificar a
contagem de plaquetas do PRP. Os resultados dos estudos de LTA podem ser inexatos quando a contagem de plaquetas
na amostra de PRP for menor que 150 x 10%L. Amostras com baixa contagem de plaquetas devem ser interpretadas com
cautela, mas podem ser testadas para excluir disturbios graves da fungdo plaquetéaria, como trombastenia de Glanzmann,
sindrome de Bernard Soulier, DVW tipo 2B e DVW plaquetaria. A contagem de plaquetas das amostras de PRP NAQO deve
ser ajustada para um valor padronizado com PPP autélogo. A contagem de plaquetas no PRP em amostras de individuos
com contagem plagquetaria normal (200-600 x 107/L) n&o afeta os resultados dos estudos de LTA. Ajustar a contagem de
plaquetas no PRP usando PPP autélogo dentro dessa faixa pode inibir a responsividade plaquetaria. Isso provavelmente
ocorre porque o PPP pode conter substéancias liberadas das plaquetas durante o trauma adicional da centrifugagdo em
alta velocidade usada na preparagdo do PPP. Permanece a incerteza sobre qual é a melhor pratica a ser seguida quando
a contagem de plaquetas no PRP excede 600 x 107/L. No caso de contagens extremamente altas no PRP (>1000 x 10°/L),
pode ser vantajoso ajustar a contagem plaquetéria para um nivel mais adequado ao PPP do paciente.

Agentes agregantes ou agonistas: existem dois tipos de agonistas: agonistas fracos e potentes. Agonistas fracos (por
exemplo, ADP e epinefrina) em concentragdes criticas exibem uma onda primaria inicial de agregagéo devido ao efeito
direto induzido pelo agonista, seguida por uma onda secundaria de agregagdo causada pela liberagdo de granulos
plaquetarios e sintese de TXA,. Agonistas potentes (por exemplo, trombina, colageno, TXA)), por outro lado, exibem
apenas uma Unica curva, sem distingdo entre agregagdo primaria e secundaria, visto que esses agonistas induzem
diretamente a agregagdo plaquetéria, a sintese de TXA, e a liberagdo de granulos. As diferentes fases da agregagao
plaquetdria sdo mostradas na Figura 22, que é evidente apenas com agonistas fracos.
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Alteracdo
no formato

Plaqueta em Agregacio Secrecdo
repouso; linha primaria
basal estavel

Agonista

% de agregagdo

Agregacédo
secundaria

Tempo (minutos) 5 minutos

Figura 22. Imagem de Rodak’s Hematology: Clinical principles and applications, 5th edition

Tabela 33. Resumo dos agonistas recomendados juntamente com as concentragdes que podem ser usadas como
painel inicial e painel estendido (concentragdes segundo as diretrizes da ISTH)

Painel inicial e Painel estendido e
Agonista concentracao concentracao
ADP* 2 uM 5 M, 10 uM
Epinefrina* 5uM 10 uM
Colageno (Horm ou tipo 1 fibrilar) 2 pg/mL
Acido araquidénico 1 mM
Ristocetina (dose baixa) 0,5-0,7 mg/mL
Ristocetina (dose alta) 1,2-1,5 mg/mL
Peptideo ativador do receptor de trombina (TRAP)*, PAR1 - 10 uM
U46619 mimético do tromboxano A2 - 1uM

*Concentra¢es mais altas devem ser usadas se resultados anormais forem observados com a concentracéo inicial.

Adenosina-5-difosfato (ADP): uma solugdo estoque de 1 mM/L do sal dissédico é preparada em OBS e armazenada
em pequenas quantidades a -40°C. Essa solugdo permanece estavel por pelo menos trés meses. Depois de
descongelada, a solucdo deve ser usada em até trés horas ou descartada. Para uso, diluicdes adicionais s&o
preparadas em OBS. O padrao de resposta ao ADP depende de sua concentragéo final. A 2 umol/L, ondas primarias
e secundarias claramente definidas podem ser observadas: a primeira representa o efeito direto induzido pelo
agonista e a segunda é causada pela liberagdo de ADP enddgeno e geragdo de TXA,, que por sua vez agrega
plaquetas. Abaixo de 2 pmol/L, cada vez menos individuos normais apresentam uma resposta secundaria, e a
onda primaria geralmente é revertida a medida que o ADP é degradado enzimaticamente. Acima de 3 pmol/L, a
fase primaria costuma ser tdo intensa que a distingdo entre ela e a fase secundaria é mascarada. O ADP induz uma
alteragdo no formato das plaquetas, de disco para esfera pontiaguda. Isso causa inicialmente discreto aumento na
densidade 6ptica da suspensao plaquetaria, que s6 pode ser observado se a agregagao primaria estiver prejudicada.
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Adrenalina (epinefrina): uma solugdo estoque de 1 mM/L do sal de bitartarato é preparada em OBS. Deve ser
armazenada e usada da mesma forma que a de ADP. Com a adrenalina, as concentragdes utilizadas e os padrdes de
resposta sdo semelhantes aos do ADP. Porém, na auséncia de uma onda secundéria, a onda primaria ndo é revertida,
nem é tdo intensa a ponto de mascarar a onda secundaria.

Colégeno: uma suspensdo muito estavel de fibrilas de colageno de tendéo equino (1 mg/mL), disponivel na Hormon-
Chemie, Munique, Alemanha, é amplamente utilizada. Diversos outros materiais sdo igualmente adequados. E
armazenada a 4°C e deve ser bem misturada imediatamente antes da diluigdo no tampéao que a acompanha. Deve ser
usada na concentragéo final de 0,5-2,0 pg/mL em PRP, e as suspensdes diluidas permanecem estaveis por uma semana
a 4°C. Com o colageno, ndo ocorre onda primaria. A resposta é geralmente definida pela duragdo da fase de laténcia
anterior ao inicio da agregagéo e pela intensidade desta Ultima. Discreto aumento na densidade dptica causado pela
alteragdo no formato precede a agregacdo. Colageno de diversas fontes ¢ utilizado. O tipo de coladgeno e a espécie
a partir da qual a preparagéo ¢é feita (por exemplo, equino ou bovino) podem ter um efeito importante nos resultados
obtidos. De fato, sdo necessarias concentragdes mais de cem vezes maiores, dependendo do material de origem.
Portanto, é importante selecionar uma fonte adequada e estabelecer uma faixa de referéncia local para esse material,
que deve ser reavaliada caso a fonte seja alterada. Para uma revisao, consulte Jennings et al. (2008).

Ristocetina: em uma concentragdo final de ristocetina de 1 mg/mL em PRP, ondas primérias e secundarias distintas
sdo geralmente discerniveis, mas acima disso o efeito direto é tdo intenso que as duas fases se fundem. A onda
primaria é uma medida da quantidade de FVW presente no plasma, enquanto a segunda onda é causada pela
liberacdo de substancias enddgenas.

Acido araquidénico: araquidonato de sédio (9% de pureza) é dissolvido em OBS a uma concentragdo de 10 mM/L.
Pequenas aliquotas sdo colocadas em frascos de vidro escuro, que sdo lavados com nitrogénio para evitar oxidagao,
hermeticamente fechados e armazenados congelados abaixo de -20°C. A agregacdo é geralmente monofésica e
precedida por uma curta fase de laténcia.

Reagentes: alguns exemplos de concentragdes e diluigdes de reagentes sdo mostrados abaixo.

Observagao: essas concentragdes sdo apropriadas se uma parte for adicionada a nove partes de PRP. As diluigbes
podem ser feitas em dgua destilada ou solugdo salina, ou conforme as instrugdes do fabricante.

v ADP (Solugéo estoque 1000 pM)

Faca uma dilui¢do de 1:10 = 100 uM (ou seja, 0,1 mL de solugéo de 10.000 uM + 0,9 mL de OBS). A partir disso, faca
as concentragdes de trabalho apropriadas: 20 uM (ou seja, 0,2 mL de 100 uM + 0,8 mL de OBS), concentragéo final
de PRP de 2-50 pM (ou seja, 0,5 mL de 100 uM + 0,5 mL de OBS), concentragéo final de PRP de 5 pM. Nos casos
em que a hiperagregabilidade estiver sendo testada, concentragbes de trabalho mais baixas podem ser necessarias
(por exemplo, 10 uM, 5 uM).

v' Adrenalina (epinefrina): dilua igual ao ADP para fazer uma concentragdo de trabalho de 50 uM. Isso
resultard em uma concentracéo final de PRP de 5 uM.

v" Colageno: misture bem e dilua em OBS/outros diluentes: 1:500 (ou seja, 0,1 mL de estoque + 4,9 mL de
OBS) = 20 pg/mL, concentracao final de PRP de 2 ug/mL.

v Ristocetina: é usada em até duas concentragdes diferentes, dependendo dos resultados obtidos. Dose
normal de ristocetina de 15 mg/mL ou 12,5 mg/mL, e dose baixa de ristocetina de 7,5 mg/mL ou 5 mg/
mL. Isso resultard em uma concentracdo final de PRP de 1,5 mg/mL ou 1,25 mg/mL e dose baixa de
ristocetina de 0,75 mg/mL ou 0,5 mg/mL, respectivamente, dependendo da concentragdo utilizada.

Método/procedimento: os estudos de LTA devem ser concluidos em no méximo 4 horas apds a coleta de sangue.
Em raz&o da refratariedade das plaquetas a agregagdo apds a centrifugagdo, as amostras de PRP devem ser deixadas
em temperatura ambiente por pelo menos 15 minutos antes do teste. O PRP deve ser armazenado em tubos cheios
e hermeticamente fechados até o momento do teste. Antes de iniciar, deixe os reagentes/agonistas atingirem a
temperatura ambiente. Prepare novas diluigdes dos reagentes, se necessario. Ligue o agregébmetro e o computador/
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gravador e aguarde até que a temperatura do agregémetro atinja 37°C. Ajuste a velocidade de agitagdo para 1000
rem, a menos que especificado de outra forma pelo fabricante do agregémetro. Pipete 450 pL de PRP em uma cubeta
de vidro com barra de agitagdo magnética. O nimero de cubetas usadas depende do nimero de agonistas a serem
testados. Pré-aquega as cubetas de PRP nos pogos de incubagdo ao redor do bloco aquecedor por 2-5 minutos.
Pipete 500 pL de PPP em outra cubeta de vidro sem barra de agitagdo e coloque no pogo de referéncia do branco
correspondente. PRP e PPP autélogo devem ser usados para definir 0% e 100% de transmiss&o de luz no agregémetro.
Deixe funcionar por 1 minuto antes de adicionar o agonista. Pipete 50 pL de agonista no fundo da cubeta de PRP sem
produzir bolhas. O volume de agonista adicionado para LTA deve ser consistente e nunca acima de 10% do volume
total da amostra. Uma amostra de controle conhecida deve ser analisada paralelamente a do paciente. A agregagdo
plaquetéria deve ser monitorada por no minimo 3 minutos apds a adigdo de um agonista e por até 10 minutos para
agonistas que ndo atingirem a agregagdo maxima em 3-5 minutos. Repita o procedimento para cada agonista.

Observagbes: se uma resposta anormal for observada com o painel inicial de agonistas, um painel estendido adicional
(Tabela 35) pode ser adicionado juntamente com liberagdo de ATP por lumiagregometria (veja abaixo). Concentragdes
mais altas de agonistas (por exemplo, ADP, epinefrina) devem ser usadas se uma resposta anormal for observada
na concentragdo inicial. Se nenhuma resposta de agregagédo for observada com o acido araquidénico, adicione o
agonista, analogo do receptor de TXA, (TRA), U46619. Em defeitos na sintese de TXA, (deficiéncia da COX/TXA,
sintase) ou efeito da aspirina, resposta normal é observada com TRA. Em casos de defeito do receptor de TXA,,
respostas anormais sdo observadas tanto com acido araquidénico quanto com TRA. Resposta anormal isolada com
epinefrina pode ser observada em uma proporgao de individuos sadios. No entanto, essa pode ser a Unica caracteristica
de disturbio plaquetério de Quebec na LTA. Ao estudar a agregagéo plaquetaria como parte de uma avaliagdo de
hiperagregabilidade, ADP e adrenalina sdo usados em concentragdes mais baixas para obter uma curva de dose-
resposta. As concentragdes usadas sdo: 2 uM, 1 pM, 0,5 uM e 0,1 pM de concentragdo final em PRP. Agregacéo
espontanea também é realizada antes que o restante dos agonistas sejam testados. Se as plaquetas se hiperagregarem
com 0,5 mg/mL de ristocetina, isso indica possivel DVW tipo 2B ou DVW tipo plaquetaria. Verifique se ha agregagao
espontanea monitorando o PRP nas mesmas condigdes de agitagdo do agregémetro, sem adicionar nenhum agonista
para estimular a agregacéo. Realize estudos de mistura para diferenciar os dois subtipos. Isso pode ser feito por dois
métodos. Procedimento basico: misture volumes iguais de plasma de paciente com plaquetas normais (ou seja, 225
pL de PPP de paciente + 225 pL de PRP de controle). Essa mistura é entdo testada com ristocetina a 0,5 mg/mL. A
presenca de aglutinagdo sugere DVW tipo 2B. A auséncia de aglutinagdo pode ser causada por DVW tipo plaquetéria.
E importante observar que a auséncia de resposta também pode ser devido a diluigdo adicional de PRP.

Procedimento alternativo: lave as plaquetas de paciente e controle trés vezes com PBS-EDTA em tubos de centrifuga
de 15 mL (baixa velocidade de centrifugagdo para peletizar as plaquetas). Ressuspenda cuidadosamente as plaquetas
de paciente no plasma normal e as plaquetas normais no plasma de paciente. Ajuste a contagem de plaquetas para
400 x 10° plaquetas peletizadas (observe que PBS-EDTA ¢ preparado adicionando EDTA dissédico 9 mM a PBS e
ajustando o pH para 7,0. A PBS utilizada contém NaCl 135 mM, KCI 2,6 mM, Na,HPO, 8 mM e KH,PO, 1,5 mM, com
pH de 7,4.) Reteste com ristocetina a 0,5 mg/mL. As reagdes devem se encaixar em um dos padrbes abaixo.

Tabela 34. Interpretagdo de DVW tipo 2B e DVW tipo plaquetaria

Tubo 1 Plaquetas de paciente lavadas + PPP de controle | Sem aglutinagéo Aglutinagao
Tubo 2 Plaquetas de controle lavadas + PPP de paciente | Aglutinagao Sem aglutinagdo
INTERPRETACAO DVW tipo 2B DVW tipo plaquetaria

As diretrizes para DVW de 2021 favorecem o uso de testes genéticos direcionados no diagndstico de DVW tipo 2B e
tipo plaquetéria. Contudo, isso pode nao ser vidvel para muitos laboratérios devido a restricdes de custo. O estudo de
mistura com RIPA ainda é mantido como um dos testes no algoritmo diagndstico, de acordo com a ISTH.

Interpretacao e relato dos resultados: o tragado da agregagdo plaquetéria deve ser avaliado com base na presenca
de alteragéo no formato, duragdo da fase de laténcia (alguns agonistas, como o coldgeno, podem ter uma fase de
laténcia mais longa), agregagdo méxima (método mais conveniente e comumente utilizado para relato dos resultados),
inclinagdo da agregacdo (indica a taxa de agregacao), exame visual dos tracados de agregacgéo (ou seja, desagregacao,
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presenga de onda secundaria — particularmente distinta para epinefrina e baixas doses de ADP). A desagregagdo com
ADP ¢ particularmente marcante em defeitos hereditarios do P2Y12. O PRP preparado da mesma forma a partir de
um doador normal sadio deve ser processado e analisado simultaneamente com o de paciente como verificagdo dos
reagentes. Isso é especialmente importante se forem obtidos resultados anormais do paciente, pois alguns agonistas s&o
labeis, particularmente depois de diluidos até concentragdes de trabalho. Os laboratdrios clinicos devem estabelecer
intervalos de referéncia apropriados para a concentragdo de cada agonista. Resultados de individuos normais sadios
testados juntamente com o paciente podem ser usados para obter as faixas de referéncia. E necessaria muita cautela
ao interpretar os padrdes de agregagédo plaquetéria. Varios fatores técnicos podem influenciar os resultados. Tenha
em mente que ha uma série de diferengas importantes entre a agregagéo determinada por nefelometria e aquela que
ocorre no corpo. No entanto, informagdes Uteis para o diagndstico podem ser obtidas, e alguns exemplos de padroes
de agregacdo sdo mostrados na Tabela 35.

Tabela 35. Resultados de agregagao plaquetéria em vérios disturbios

Ristocetina Ristocetina Acido
Disturbio ADP Colageno 1,25 mg/mL | 0,5 mg/mL araquiddnico | Adrenalina
DVW tipo 1 e 2A N A/R** A N N
DVW tipo 2B N N N H N N
Sindrome de Bernard- N N A A N N
Soulier
Trombastenia de A A N A A A
Glanzmann
Doenca do pool de armazenamento | P/N R/N N A R/N P/N
Defeito da ciclooxigenase* | R/N R N A R/A R/N

N = Normal; A = Ausente; R = Reduzida; H = Resposta elevada; P = Apenas onda priméria
*QOu efeito da aspirina
**Pode ser normal na DVW tipo 1 leve

Investigagao adicional da funcdo plaquetaria: se um padrao de agregagdo anormal for observado em um individuo,
é aconselhavel repetir a avaliagdo em pelo menos mais uma ocasido para verificar a consisténcia da anormalidade.
Na presenca de agregagdo anormal, investigagdes adicionais podem ser Gteis. Estas incluem a medi¢do do contetido
dos nucleotideos plaquetarios e sua liberagdo durante a agregagdo plaquetaria. A quantificagdo de glicoproteinas
de membrana pode ser realizada para o diagnéstico inequivoco de sindrome de Bernard-Soulier e trombastenia de
Glanzmann (veja abaixo).

Liberagdo de ATP por lumiagregometria: lumiagregometria é o método mais amplamente utilizado para avaliar
a fungdo de liberagdo dos granulos densos das plaquetas. Tem a vantagem de que LTA e liberagdo de ATP dos
grénulos densos podem ser medidas simultaneamente. Baseia-se no principio da reagdo luciferina-luciferase.
Quando as plaquetas sdo ativadas, os granulos densos liberam o ATP e o ADP armazenados. O ATP liberado reage
com a luciferina na presenca de luciferase, produzindo luminescéncia que pode ser quantificada em relagdo a um
padrao de ATP. Secrecgdo defeituosa de ATP pode ser observada tanto na deficiéncia de gréanulos densos quanto
em defeitos de secregdo primaria. A distingdo entre as duas entidades requer testes adicionais, como medi¢do do
teor total de ATP-ADP nas plaquetas por ensaios bioluminescentes, ensaios de liberagdo de serotonina com C-5-
HT radiomarcado, ensaio de mepacrina por citometria de fluxo (veja abaixo) ou avaliagdo de granulos densos por
microscopia eletrénica de transmissao de montagem completa.
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Tabela 36. Fatores técnicos que influenciam a fungdo plaquetéria

Anticoagulante

1/10 do volume de citrato trissddico.

Tempo Iniciar os testes 30 minutos apos a preparagdo do PRP.
Concluir os estudos em até quatro horas apés a coleta de sangue.
Centrifugacdo Deve ser suficiente para remover hemécias e leucécitos, mas ndo plaquetas grandes. Deve ser

realizada em temperatura ambiente, n&o a 4°C. Plaquetas grandes podem ser separadas por
sedimentag&o.

Contagem de plaquetas

Contagens baixas <100 x 10°/L causam respostas lentas e fracas.

Contagens altas >1000 x 10°/L podem apresentar resposta reduzida.

pH

<pH 7,7 inibe a agregacéo.

>pH 8,0 aumenta a agregagao.

Velocidade de mistura

<800 rpm mostra agregagao reduzida.

>1200 rpm desfaz aglomerados de plaquetas.

Hematdcrito >55% mostra progressivamente menos agregagdo, especialmente inibicdo da segunda fase
devido ao aumento da concentragdo de citrato.

Temperatura <35°C mostra diminui¢do da agregacdo com doses regulares de todos os agonistas, mas
aumento da resposta a baixas doses de ADP.

Lipemia O aumento de quilomicrons causa agregagéao reduzida.

Cubeta suja

Pode causar agregagéo espontanea aparente

Sem barra de agitacdo

Nenhuma resposta na adigdo de agente agregante.

Bolhas de ar

Oscilagdes réapidas e amplas da caneta antes da agregagao. Também causadas por baixa

contagem de plaquetas.

Diferencas entre condi¢bes de agregacao plaquetéria in vivo e in vitro: nos exames de sangue in vitro, o sangue é
anticoagulado, os glébulos vermelhos e brancos sdo removidos, os componentes vasculares ndo estdo envolvidos,
a coagulagdo ndo estad envolvida, a populagdo de plaquetas é selecionada, os produtos de ativagdo e liberagdo
plagquetaria sdo mantidos, os reagentes usados sdo nao fisiolégicos na composi¢do e dosagem, as plaquetas sdo
instaveis fora do corpo e os medicamentos podem apresentar efeitos mais ou menos acentuados do que in vivo.

Teste de Fungédo Plaquetaria por Citometria de Fluxo: a citometria de fluxo pode fornecer informagdes uteis para
o diagnéstico e a classificagdo de distdrbios da fungdo plaquetéria. Pode ser utilizada para anélise de receptores
de glicoproteinas, teste de fungdo plaquetaria apds estimulagdo com agonista, medigdo da fungdo pré-coagulante
das plaguetas (por exemplo, ligagdo & anexina V) e avaliagdo do contetido de granulos alfa e densos. As principais
vantagens da citometria de fluxo sdo a necessidade de pequenos volumes de amostra, ela pode ser realizada em
sangue total e ndo é limitada por trombocitopenia. Isso se torna particularmente Gtil em pacientes pediatricos e
trombocitopénicos.

Anélise de glicoproteinas de superficie plaquetaria por citometria de fluxo: a trombastenia de Glanzmann,
caracterizada por allbp3 anormal ou ausente, pode ser detectada com anticorpos monoclonais anti-GPllb (CD41) ou
CDllla (CDé1) marcados com fluorescéncia, e a sindrome de Bernard Soulier, caracterizada por GP1b/V/IX anormal
ou ausente, pode ser diagnosticada com anticorpos direcionados contra GPlb (CD42b) ou GPIX (CD42a). Além
disso, outros IPFDs menos comuns que afetam os receptores a2p1 (CD49/CD29), GPIV (CD36) ou GPVI também
podem ser diagnosticados com os respectivos anticorpos. A analise de moléculas de superficie pode ser feita até
24 horas ap6s a coleta. Teste de ativagdo plaquetéria (PACT) por citometria de fluxo. O PACT permite a medigdo
simultdnea de uma ampla gama de diferentes marcadores de ativagdo da fungéo plaquetaria, permitindo assim uma
analise mais abrangente de varias vias envolvidas na fung¢do plaquetéria. As plaquetas podem ser identificadas por
meio de suas propriedades caracteristicas de dispersdo frontal (FSC) e dispersdo lateral (SSC) e, preferivelmente,
pela adigdo de um receptor de glicoproteina especifico (por exemplo, CD41). Alguns dos marcadores de ativagdo
comumente usados sdo: PAC-1 (anticorpo monoclonal que se liga especificamente a forma conformacional ativada
de allbp3), CD62P ou P-selectina (um dos contetidos dos granulos o, pode ser usado como marcador de liberagéo
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de gréanulos a) e CDé3 (pode ser usado como marcador de liberagao de granulos §). O teste pode ser realizado
utilizando uma combinagdo de agonistas que visam diferentes vias, como ADP, peptideo ativador do receptor de
trombina (TRAP) e convulxina. A expressdo dos marcadores de ativagdo nas plaquetas é medida (usando MFI e/
ou %) na linha basal (antes da adi¢cdo do agonista) e apds a estimulagdo com agonista. Expressdo reduzida apds
estimulagdo com agonista sugere defeito/anormalidade na via especifica. E importante analisar uma amostra de
controle simultaneamente, da mesma forma que na LTA.

Ligagdo do FVW induzida por ristocetina por citometria de fluxo: a fungéo do receptor GP1b/V/IX e do FVW
também pode ser avaliada por citometria de fluxo, medindo a expressdo de FVW nas plaquetas apds a adi¢éo de
doses normais e baixas de ristocetina. Anticorpo monoclonal anti-FVW pode ser utilizado. Estudos de mistura com
plasma de paciente e plasma de controle, e vice-versa, com baixas doses de ristocetina, conseguem diferenciar a
DVW tipo 2B e a DVW tipo plaquetaria.

Ensaio de captacao e liberacdo de mepacrina por citometria de fluxo: o ensaio de captagéo e liberagdo de
mepacrina também pode ser usado para avaliar defeitos nos granulos 8. A mepacrina é um derivado fluorescente da
acridina que se liga aos nucleotideos de adenosina plaquetaria com alta afinidade. Apds incubagéo das plaquetas
com mepacrina a 37°C por 30 minutos, ela é captada seletivamente pelos granulos densos, o que pode ser medido
pelo aumento da fluorescéncia por citometria de fluxo. A fungéo de liberagdo também pode ser avaliada medindo
a fluorescéncia da mepacrina apés estimulagdo com agonista (por exemplo, convulxina ou TRAP). A fluorescéncia é
medida na linha basal (apenas plaquetas), apds a adigdo de mepacrina (plaquetas + mepacrina) e apds a adigdo do
agonista (plaquetas + mepacrina + agonista). As razdes de captagdo e liberagdo podem ser calculadas. Captagéo e
liberagdo diminuidas s&o observadas na deficiéncia de granulos densos, enquanto captagdo normal com liberagéo
reduzida é observada em defeitos de secreco.

Atividade pré-coagulante das plaquetas: apds estimulagdo simultanea de plaquetas com convulxina e trombina,
um subconjunto de plaquetas expressa o fosfolipidio anidnico pré-coagulante fosfatidilserina na superficie das
plaquetas ativadas. Isso pode ser avaliado usando anexina V ou lactaderina marcada com fluorescéncia, que se liga
a fosfatidilserina. A translocacdo de fosfolipidios pré-coagulantes facilita a montagem de fatores de coagulagao
para geragdo de trombina na superficie das plaquetas. A citometria de fluxo permite a detecgdo de atividade pro-
coagulante comprometida (sindrome de Scott) ou aumentada (sindrome de Stormoken) e suas sindromes associadas.
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Tabela 37a. Resumo dos disturbios hereditarios da fungdo plaquetaria com caracteristicas clinicas e laboratoriais

Distarbio

Defeito
genético

Contagem e morfologia
de plaquetas/outras
caracteristicas de PBS

LTA

Caracteristicas
laboratoriais
adicionais

Caracteristicas
clinicas adicionais
(+/-sindrémicas)

Defeitos dos recepto

res de glicopro

teinas

Trombastenia de ITGA2B, Normal Resposta ausente a | Citometria de fluxo Autossémico
Glanzmann ITGB3 todos os agonistas, |identifica deficiéncia | recessivo,
exceto aglutinagdo | de GPIlb/GPllla sangramento grave
a ristocetina
Trombocitopenia ITGA2B, Macrotrombocitopenia com Resposta ausente/ | Expressédo reduzida | Autossémico
relacionada a ITGB3 anisocitose comprometida a de GPIlIb/GPllla dominante,
ITGA2B/ITGB3 todos os agonistas, sangramento leve a
?Xf:eto aglutinagéo Expresso defeituosa moderado
a ristocetina de PACT
Sindrome de Bernard | GP1BA, Macrotrombocitopenia Resposta ausente Citometria de fluxo | Autossémico
Soulier GP1BB, GP9 de aglutinagéo a identifica deficiéncia | recessivo,
ristocetina de GP1b-IX-V sangramento
moderado/ grave
Sindrome de Del22g11.2 | Contagens de plaquetas Agregagao Expressdo reduzida | Fenda palatina,
DiGeorge/ normais/ discretamente normal/ variavel de GP1b/IX/V por defeitos cardiacos,
velocardiofacial/ reduzidas com plaquetas (resposta reduzida | citometria de fluxo facies anormal,
sindrome de delecao grandes a ristocetina em deficiéncias de
22q11.2 ~30% dos casos) desenvolvimento,
imunodeficiéncia,
sangramento leve a
significativo
DVW tipo Mutagdo de | Macrotrombocitopenia, Aumento da Multimeros de Autossémico
plaquetéria ganho de aglomerados de plaquetas aglutinagdo com FVW de alto peso dominante,
funcédo no baixa concentracdo | molecular reduzidos | sangramento leve a
GP1BA de ristocetina (atividade do FVYW moderado
reduzida)
Defeitos dos GP6 Normal Resposta isolada de | Deficiéncia de Autossémico
receptores de ND agregagéo reduzida | GPVI ou a2B1 por recessivo,

coladgeno

ao colageno

citometria de fluxo

sangramento leve
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Tabela 37b. Resumo dos disturbios hereditarios da fungdo plaquetéaria com caracteristicas clinicas e laboratoriais

Contagem e morfologia

Caracteristicas

Caracteristicas

prejudicada ao

ADP (apenas onda
primaria); resposta
reduzida com outros
agonistas também
pode ser observada

de ativag&o na
estimulagdo com
agonista por ADP

Defeito de plaquetas/outras laboratoriais clinicas adicionais
Disturbio genético caracteristicas de PBS LTA adicionais (+/-sindrémicas)
Anormalidades dos receptores acoplados a proteina G
Defeito do TBXAZR Normal Agregagao Autossomico
receptor de TXA, anormal com AA e recessivo, didtese
(TP) anélogo de TXA, hemorragica leve

(U46619)

Defeito do P2Y12 Normal Resposta de Diminuigdo da Autossémico
receptor de ADP agregacao expressdo de recessivo,
(P2Y12) acentuadamente marcadores sangramento leve

apos trauma/
cirurgia

Defeitos dos granulos plaquetarios

(isolados/sindrédmicos)

Defeitos dos granulos alfa

cariopoiese

Sindrome das NBEAL2 Macrotrombocitopenia; Variavel, Granulos a ausentes/ | Autossémico
plaquetas cinzentas plaquetas grandes com anormalidades reduzidos por ME recessivo;
citoplasma cinza-azulado e leves; pode ser E = sangramento
N I xpressao de o
gréanulos azurdfilos ausentes | normal . . leve, mielofibrose
P-selectina reduzida/ i
ausente por citometria progressiva co'm
de fluxo/ELISA esplenomegalia
Artrogripose renal VPS33B, Plaquetas cinzentas grandes | Variavel, Gréanulos a Contraturas em
colestatica (ARC) VIPAS39 anormalidades ausentes/ reduzidos | flexdo, hipotonia,
leves; pode ser por ME ictericia colestatica,
normal . . acidose tubular
P-selectina esta
. renal, déficit de
reduzida em alguns
crescimento,
e normal em outros
ictiose, infeccdo,
diatese
hemorragica leve
Sindrome de Del11923 Plaquetas grandes, poucas Variavel Granulos a Diatese
Paris-Trousseau/ incluindo com grénulos a fundidos gigantes fundidos hemorrégica
Jacobsen FL1 na ME, dismega- leve, atraso no

desenvolvimento,
defeitos cardiacos,
anomalias
craniofaciais
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Tabela 37c. Resumo dos disturbios hereditarios da fungdo plaquetéria com caracteristicas clinicas e laboratoriais

Contagem e morfologia Caracteristicas Caracteristicas
Defeito de plaquetas/outras laboratoriais clinicas adicionais
Distarbio genético caracteristicas de PBS LTA adicionais (+/-sindrémicas)
Defeitos dos granulos densos
Deficiéncia Normal Variével. Pode Diminuigao da
de granulos ser reduzida a liberagédo de ATP por
densos isolada/ varios agonistas: lumiagre-gometria
deficiéncia ADP, colageno ~
s Redugéo do ADP
de pool de e epinefrina, ou .
armazenamento & normal plaquetario e
aumento da relagédo
Sindrome de HPS1, AP3B1 Normal Variavel ATP/ADP Albinismo
Hermansky- (HPS2), HPS3, oculocutaneo,
Pudlak HPS4, HPSS, Grénulos densos imunodeficiéncia,
HPS6, DNTBP1 reduzidos/ ausentes diatese
(HPS7?), por TEM de hemorragica
BLOC1S3 montagem completa | Jeve, fibrose
(HPS8) e Reducio de CD63 pulmonar, colite
BLOC1S6 e reduggio da granulomatosa e
(HPS9) captagao e liberagao neutropenia.
de mepacrina por
Trombocitopenia | SLFN14 Macrotrombocitopenia Variavel citometria de fluxo
relacionada a
SLFN14
Sindrome de LYST Granulos citoplasmaticos Variavel Albinismo
Chediak-Higashi gigantes peroxidase- oculocutaneo
positivos em leucécitos; linfo- variavel, infecgdes
histiocitose recorrentes de
risco a vida, didtese
hemorragica leve
Disturbios ND Plaquetas cinzentas palidas Variavel Granulos ae 8 ausentes/ | Didtese
combinados por microscopia de luz reduzidos na TEM e hemorragica leve a
de granulos o/ outras caracteristicas moderada
granulos § observadas em
disturbios de granulos
alfa e densos
Defeito de ND Normal Variavel Diminuigao da Diatese
secregado de liberagdo de ATP por | hemorragica leve a
granulos ou lumiagre-gometria, moderada
defeito de captagdo normal
secrecdo de mepacrina com
primaria liberagdo reduzida
de mepacrina por
citometria de fluxo
Redugdo da expressao
de CD63 por
citometria de fluxo;
granulos alfa e densos
normais por ME
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Tabela 37d. Resumo dos distirbios hereditarios da fun¢éo plaquetaria com caracteristicas clinicas e laboratoriais

Contagem e morfologia

Caracteristicas

Caracteristicas

Defeito de plaquetas/outras laboratoriais clinicas adicionais

Disturbio genético caracteristicas de PBS LTA adicionais (+/-sindrémicas)
Defeitos dos fatores de transcri¢do
Disturbios RUNX1 Trombocitopenia Agregagao Defeito de Predisposicéo para
plaquetarios anormal a multiplos | secregéo de desenvolver SMD
familiares com agonistas granulos & e LMA
malignidade
mieloide associada
(FPD/LMA)
Defeito dos FLI Trombocitopenia Agregacéo reduzida | Defeito de
granulos & a colageno e TRAP | secrecdo de
relacionado a FLI1 granulos &
Defeito de GATA1 GATA1 Macrotrombocitopenia Agregacéo reduzida | Conteudo e

a colageno e liberacao reduzidos

ristocetina de grénulos a
Defeito relacionado | GFI1B Macrotrombocitopenia, Normal Liberagdo reduzida | Autossdmico

a GFI1B diseritropoiese de granulos a dominante
Defeitos das proteinas de transdugao de sinal
Defeito da PLA2G4A/ ND/ | Normal Resposta ausente
fosfolipase TBXAS1 com AA e resposta
A2 citosdlica/ normal com TXA,
Deficiéncia de
ciclooxigenase/
Deficiéncia de TXA,
sintase
Defeito da CalDAG- | RASGRP2 Normal Resposta Expressdo normal | Autossémico
GEFI acentuadamente de GPIIb/GPllla recessivo,
reduzida/ ausente Express&o sangramento grave
a ADF, epinefrina, defeituosa de PAC1
resposta reduzida/
normal a coladgeno,
TRAP e ristocetina
Deficiéncia de FERMT3 Leucocitose Padréo tipo GT Expressdo normal Autossémico

adesdo leucocitaria
tipo Ill

de GPlIb/GPllla

Expressao
defeituosa de PAC1

recessivo, infeccdo
bacteriana grave,
ma cicatrizagdo

de feridas,
sangramento grave
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Tabela 37e. Resumo dos distirbios hereditarios da fungédo plaquetéria com caracteristicas clinicas e laboratoriais

Contagem e morfologia

Caracteristicas

Caracteristicas

Defeito de plaquetas/outras laboratoriais clinicas adicionais
Disturbio genético caracteristicas de PBS LTA adicionais (+/-sindrémicas)
Defeitos das proteinas do citoesqueleto
Sindrome WAS Microtrombocitopenia Diminui¢do de WAS: heranca ligada
de Wiskott subconjuntos de ao X; eczema,
Aldrich (WAS)/ células T, fungdo das imunodeficiéncia,
trombocitopenia células natural killer, malignidades e
ligada ao X diminuigao de granulos | autoimunidade
ae 6 por TEM
Doenca relacionada a | MYH9 Macrotrombocitopenia, Normal Autossémico
MYH?9 (anteriormente corpos de inclusdo dominante;
conhecida como semelhantes aos de Dohle associacao variavel
sindromes de nos neutréfilos com perda auditiva
Sebastian, May- neurossensorial,
Hegglin, Fechtner e catarata e nefrite
Epstein)
Defeito de ADAP FYB Microtrombocitopenia Expressao aumentada
de P-selectina e PAC-
1, mas expressao
prejudicada apos
ativagao
Defeitos dos fosfolipidios de membrana
Sindrome de Scott TMEM16F Normal Normal Ligacdo a anexina Autossdmico
reduzida por recessivo
citometria de fluxo
Sindrome de STIM1, ORAIT | Anemia, corpos de Howell Normal Ligacdo a anexina Dismorfismo facial,
Stormorken Jolly V aumentada e ictiose, miopatia
expressdo defeituosa
de PAC-1
Atividade fibrinolitica plaquetéria aumentada
Disturbio PLAU Variavel Resposta Excesso de ativador | Autossémico
plaquetério de (duplicagao) trombocitopenia anormal com do plasminogénio dominante,
Quebec epinefrina do tipo uroquinase sangramento de
nas plaquetas inicio tardio apds
causando protedlise cirurgia/trauma,
de proteinas auséncia de resposta
dos grénulos a e a antifibrinoliticos,
fibrinélise mas responsivo a
antifibrinoliticos
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V4NN Investigacao Laboratorial de Sindrome do
Anticorpo Antifosfolipideo (SAF)

Silmara Montalvao

TOPICOS ABORDADOS

v Classificagéo e Critérios Diagnosticos de SAF 4 Anticorpos Antifosfolipidios
v Anticoagulante Lupico

Um grupo heterogéneo de anticorpos que podem causar prolongamento do teste de TTPA sdo os anticorpos
antifosfolipidios, que geralmente reagem com epitopos em proteinas que sdo complexadas com fosfolipidios
carregados negativamente. Muitos desses anticorpos requerem beta-2-glicoproteina 1, uma proteina que se liga
a fosfolipidios. Outros podem ser direcionados contra a protrombina. A identificagdo adequada desses anticorpos
permitird a caracterizagdo da sindrome do anticorpo antifosfolipideo (SAF) (Ruiz-Irastorza et al, 2010; Schreiber
et al, 2018). E importante notar que esses anticorpos podem interferir nas reagdes de coagulagdo no laboratério,
prolongando testes dependentes de fosfolipidios, como o TTPA e, ocasionalmente o TP, mas n&o estdo associados
a sangramento, exceto em alguns casos raros em que ha deficiéncia de protrombina adquirida significativa.
Paradoxalmente, esses anticorpos estdo claramente associados a trombose venosa e arterial por mecanismos que
ndo sdo bem compreendidos. Em centros de diagnéstico de distdrbios hemorragicos, é necessério detectar esses
anticorpos por meio de testes especificos para a investigagdo de pacientes com TTPA prolongado (Barbosa et
al, 2019). Atualmente, existem diretrizes especificas para a realizagdo correta dos testes utilizados no diagnéstico
laboratorial de SAF, que podem ser usadas para atualizar as informagdes laboratoriais (veja abaixo).

e Devreese, K.M.J.; de Groot, P.G.; de Laat, B.; Erkan, D.; Favaloro, E.J.; Mackie, |.; Martinuzzo, M.; Ortel,
T.L.; Pengo, V.; Rand, J.H.; et al. Guidance from the Scientific and Standardization Committee for lupus
anticoagulant/antiphospholipid antibodies of the International Society on Thrombosis and Haemostasis:
Update of the guidelines for lupus anticoagulant detection and interpretation. J. Thromb. Haemost. 2020;
18, 2828-2839.

e Devreese KM, Pierangeli SS, de Laat B, Tripodi A, Atsumi T, Ortel TL; Subcommittee on Lupus Anticoagulant/
Phospholipid/Dependent Antibodies. Testing for antiphospholipid antibodies with solid phase assays: guidance
from the SSC of the ISTH. J Thromb Haemost. 2014; 12(5): 792-795.

* Vandevelde A, Gris JC, Moore GW, Musiat J, Zuily S, Wahl D, Devreese KMJ. Toward harmonized interpretation
of anticardiolipin and anti-B2-glycoprotein | antibody detection for diagnosis of antiphospholipid syndrome
using defined level intervals and likelihood ratios: communication from the ISTH SSC Subcommittee on Lupus
Anticoagulant/Antiphospholipid Antibodies. J Thromb Haemost. 2024: S1538-7836(24)00236-8.

Classificagao e Critérios Diagnésticos de SAF: desde que ficou claro que os anticorpos antifosfolipidios estavam
significativamente associados a trombose vascular e morbidade gestacional, a necessidade de critérios de consenso
para SAF resultou nos critérios de Sydney, Tabela 38 (Miyakis et al, 2006). Os pacientes sdo classificados como
portadores de SAF quando um evento clinico ocorre junto com pelo menos um critério laboratorial positivo. Os
critérios laboratoriais para definicdo de SAF sdo a presencga de anticoagulante lapico, aCL IgG/IgM ou a2GPI IgG/
IgM, persistentemente presente por no minimo 12 semanas. Atualmente, uma nova iniciativa internacional esta
sendo realizada no sentido de desenvolver novos critérios para classificar SAF. Os critérios laboratoriais propostos
incluem apenas os anticorpos dos critérios vigentes (anticoagulante lGpico, aCL IgG/IgM e a2GPI IgG/IgM).
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Tabela 38. Critérios de Sydney de 2006 para classificagdo da SAF

Critérios clinicos

Critérios laboratoriais

1. Trombose vascular

1. Anticoagulante lupico

Venosa, arterial ou microvascular;

=2 resultados positivos

Confirmada por critérios objetivos validados;

Pelo menos 12 semanas de intervalo

Nenhuma evidéncia de inflamagao na parede do vaso

E/ou

2. Morbidade gestacional

2. Anticorpo anticardiolipina IgG e/ou IgM

=1 morte fetal inexplicada _10? semana de gestagao ou;

Soro e plasma

=1 parto prematuro <34 semana de gestagdo por: eclampsia
ou pré-eclampsia grave, insuficiéncia placentaria;

Titulo médio ou alto (>40 GPL ou MPL, ou >99° percentil),

=3 abortos consecutivos inexplicados <10* semana de

Medido por ELISA padronizado

gestacgao.

>2 resultados positivos

Pelo menos 12 semanas de intervalo

E/ou

3. Anticorpo anti-B2 glicoproteina | IgG e/ou IgM

Soro e plasma

Titulo médio ou alto (>40 GPL ou MPL, ou >99° percentil),

Medido por ELISA padronizado

>2 resultados positivos

Pelo menos 12 semanas de intervalo

Anticoagulante lipico

Como escolher o teste? O anticoagulante lipico pode ser detectado por diferentes testes de coagulagdo
dependentes de fosfolipidios. A atualizagdo mais recente das diretrizes da ISTH sobre detecgdo de anticoagulante
lGpico recomenda o uso de dois testes em paralelo: o tempo de veneno de vibora de Russell diluido (dRVVT) e o
TTPA (Devreese et al, 2020). O dRVVT é mais especifico, enquanto o TTPA é mais sensivel para o anticoagulante
lipico (dependendo muito do reagente utilizado). Os dois ensaios sdo complementares, pois os anticorpos nem
sempre reagem em ambos. O ensaio de dRVVT baseia-se na ativagdo direta do FX por uma enzima presente no
veneno das viboras de Russell. O ensaio de TTPA baseia-se na ativagdo da via de contato (intrinseca) da cascata de
coagulagdo. A selegdo de reagentes apropriados para fins de teste de anticoagulante lipico é importante, visto que
existem diversos reagentes disponiveis, especialmente para TTPA (Favaloro et al, 2019). Dois tépicos na selecao
do reagente de TTPA precisam ser abordados: a escolha do agente ativador e a composicdo e concentragdo dos
fosfolipidios. Como alternativa ao TTPA, o teste de tempo de coagulagdo de silica (SCT) pode ser usado para teste
de anticoagulante lupico. O desempenho dos ensaios de anticoagulante Iipico deve ser validado ou verificado
antes da implementac&o na pratica clinica. Parte do processo de verificagdo deve incluir o teste de amostras com
anticoagulante |Gpico conhecido e valores médios bem caracterizados (Gardiner et al, 2021a; Gardiner et al, 2021b).

Como o teste é realizado? A avaliagdo do anticoagulante |Upico consiste em um procedimento de trés etapas:
triagem, mistura e confirmagéo (Devreese et al, 2020). O PPP é necessério para evitar resultados falso-negativos em
razdo da interagdo de fosfolipidios e plaquetas. A etapa de triagem inclui testes com reagentes de dRVVT e TTPA em
baixas concentragdes de fosfolipidios. Deficiéncia de fator de coagulagdo ou inibidores diferentes do anticoagulante
lipico podem provocar um teste de triagem positivo, por isso uma etapa de teste de mistura e de confirmacgao
é necessaria. O procedimento em etapas pode reduzir custos, pois evita a realizagdo desnecessaria da etapa de
mistura e confirmagdo se a etapa de triagem for negativa. Na etapa de confirmagéo, um excesso de fosfolipidio
anidnico ¢ adicionado ao reagente de teste, e o excesso de fosfolipidio pode reduzir ou neutralizar os anticorpos.
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Nos testes de dRVVT, os ensaios de triagem e confirmagéo séo realizados em paralelo, e o resultado da etapa de
confirmagéo é expresso como razdo normalizada de acordo com o célculo: [(resultado do paciente na triagem)/
(resultado do pool na triagem))/[(resultado do paciente na confirmagéo)/(resultado do pool na confirmagéo)]. Na
etapa de mistura, o teste de triagem ¢é realizado em uma mistura de plasma de paciente e pool de plasma normal
na proporgdo 1:1. O teste de mistura é expresso como a razao normalizada [(mistura na triagem)/(pool de plasma
normal na triagem)]. Quando o tempo de coagulagéo no ensaio de confirmagao é prolongado, uma etapa de mistura
adicional com os reagentes confirmatérios (mistura de confirmagéo) pode ser realizada, e a razdo é mais robusta e
menos afetada pela interferéncia de deficiéncias congénitas ou adquiridas de fatores. Existem ensaios integrados
que realizam todas as trés etapas em um Unico procedimento. Nesses ensaios, os testes de triagem e confirmatérios
sdo realizados paralelamente no plasma de paciente misturado com PNP, e os resultados sdo geralmente expressos
como a diferenca entre os dois testes.

Valores de corte: para interpretar os resultados do anticoagulante lUpico, é necessério determinar valores de corte
que definem positividade em todas as etapas. Primeiramente, os laboratérios devem determinar os valores de corte
em uma populagdo de individuos sadios de pelo menos 120 pessoas, definindo o ponto de corte como o percentil
99 apos a rejei¢do de valores discrepantes (Devreese et al, 2020). No entanto, o nimero de 120 individuos normais
para calcular os valores de corte pode ser dificil de obter para muitos laboratérios. Uma abordagem que requer
menos voluntérios é a transferéncia dos valores de corte recomendados pelo fabricante. Isso pressupde que os
pontos de corte do fabricante se baseiam em uma grande populagéo de referéncia sadia com dados demograficos
adequados, um método estatistico correto e uma combinagdo correta de reagentes e instrumentos (Castellone,
2017). Quando essas condicdes forem atendidas, os valores de corte do fabricante devem ser verificados antes
da transferéncia, testando 20 voluntérios sadios que representem a demografia da populagéo local. Apds rejeitar
valores discrepantes e substitui-los por novos resultados de voluntérios sadios, os resultados (da populagdo sem
valores discrepantes) devem ser comparados com o valor de corte sugerido.

Interferéncias e limitagdes: a proteina C reativa interfere in vitro no teste de TTPA por meio de sua afinidade
por fosfolipidios, levando a resultados falso-positivos. Embora esse efeito ndo tenha sido observado no ensaio de
dRVVT, ele pode variar entre os reagentes. Além disso, o aumento da atividade coagulante do FVIII estd associado
a um TTPA mais curto, gerando resultados falso-negativos. Niveis elevados de FVIIl podem ser observados durante
a gravidez, cirurgia, inflamag&o, malignidade e outras condi¢des. O teste de anticoagulante lGpico durante o evento
trombético ou durante o tratamento anticoagulante ndo é recomendado (Devreese et al, 2020). As diretrizes mais
recentes da ISTH n&do recomendam a pré-diluicdo de amostras para teste de anticoagulante lUpico na presenca de
AVKs (Devreese et al, 2020). Os DOACs inibem diretamente a trombina (por exemplo, dabigatrana) ou o FXa (por
exemplo, apixabana, betrixabana, edoxabana e rivaroxabana) com varios efeitos nos testes de coagulagéo, levando
a interpretagdo de resultados falso-negativos e falso-positivos. O TTPA e o TP devem ser realizados antes do inicio
do teste de anticoagulante lUpico para obter mais informagdes sobre a amostra, mas isso ndo exclui a presenca de
DOACs ou HBPM.

Anticorpos Antifosfolipidios:

Como escolher o teste? Os anticorpos anticardiolipina e antibeta-2-glicoproteina 1 sdo identificados por
imunoensaios de fase soélida. Os critérios de classificagdo da SAF indicam a medigdo desses anticorpos por ELISA
padronizado. Contudo, técnicas alternativas de detecgdo para testes de anticorpos, como quimioluminescéncia,
enzima fluorescente e imunoensaios de fluxo multiplex, estdo disponiveis (Devreese et al, 2014). Em comparagao
com os métodos tradicionais de ELISA manual, as técnicas mais recentes sdo mais faceis de usar e demonstram
melhor precisdo. Os ensaios diferem em termos de fase sélida, principio de detecgdo, revestimento, fonte de
antigenos e anticorpos, agentes bloqueadores para evitar ligagdes nao especificas, protocolo de dilui¢do, calibragao
e unidades (Devreese et al, 2014). Recomenda-se realizar os testes de acompanhamento do paciente no mesmo
laboratério, visto que as plataformas ndo podem ser usadas de forma intercambiavel.

Como realizar o teste? Soro ou PPP podem ser utilizados para testes de aCL e a2GPI (Devreese et al, 2018). A
necessidade de realizar o teste em duplicata depende das caracteristicas de desempenho do ensaio. O teste em
duplicata é especialmente recomendado no caso de ELISAs manuais ou se a imprecisdo inter e intraexecugdo do
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ensaio for >10% (Devreese et al, 2014). Em cada execugdo, material de controle de qualidade interno precisa ser
analisado em niveis de titulo relevantes. Curvas de calibragdo precisam ser determinadas em cada execugdo de
ELISA ou para cada lote de reagentes em sistemas automatizados. Cada calibragdo deve ser avaliada e rejeitada
quando nao atender aos requisitos do fabricante ou quando o coeficiente de correlagdo entre os valores de teste
e os valores alvo for menor que 0,90 (Devreese et al, 2014). Infelizmente, ndo ha uniformidade no material de
referéncia para calibragdo de testes. Esforgos estdo sendo feitos para desenvolver novos padrdes monoclonais e
policlonais para aCL e a2GPI, com o objetivo de criar padrées da OMS com Ul/mL como unidade universal.

Valores de corte e perfil de anticorpos: o valor de 40 GPL/MPL como ponto de corte para aCL foi baseado em
estudos que mostram melhor correlagdo deste ponto com a SAF (Levine et al, 1997). Porém, pode haver uma
diferenca acentuada entre 40 GPL/MPL e o percentil 99 para aCL (Vandevelde et al, 2024). E a ISTH-SSC nao
recomenda o uso de 40 GPL/MPL como ponto de corte. Recomenda-se calcular um valor de corte para positividade
especifico do laboratério com base em um percentil 99 ndo paramétrico de pelo menos 120 individuos de referéncia.
A rejeigdo de valores discrepantes com o método de Dixon/Reed é recomendada para evitar a superestimagao
dos valores de corte. Transferir os pontos de corte do fabricante apés verificagdo em 20 ou mais individuos de
referéncia é uma alternativa valida se o ponto de corte do fabricante for calculado em uma populagéo de referéncia
suficientemente grande e uma metodologia estatistica apropriada tiver sido aplicada. Cada resultado de aCL e
a2GPI acima do ponto de corte deve ser relatado como positivo, acompanhado do valor numérico e do valor de
corte interno (Vandevelde et al, 2024). Positividade em um dos testes (anticoagulante lUpico, aCL IgG, aCL IgM,
a2GPI IgG ou a2GPI IgM) é suficiente para diagnosticar a SAF. A interpretagdo combinada de diferentes aPL como
perfis de anticorpos foi sugerida para identificar pacientes de alto risco, em comparagdo com a avaliagdo individual.
Em portadores assintomaticos de aPL, positividade dupla e tripla foi um fator de risco para o desenvolvimento de
eventos trombéticos, mas positividade Unica de aCL ou a2GPI nao foi (Mustonen et al, 2014).

Interferéncias: a presenga do fator reumatoide pode gerar resultados falso-positivos de aCL IgM e a2GPI IgM
(Devreese et al, 2014; Forastiero et al, 2014). Ao contrério dos ensaios de anticoagulante llpico, o teste de anticorpos
com imunoensaios de fase sélida ndo esté sujeito a interferéncia analitica de reagentes de fase aguda ou terapia
anticoagulante. No entanto, aumento transitério de aCL e a2GPI é observado em condigdes inflamatdrias (Exner et
al, 2020; Laureano e Crowthe, 2018).
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NIV Investigacao Laboratorial de Fibrindlise

Silmara Montalvao

TOPICOS ABORDADOS
v Tempo de Lise do Coéagulo Plasmatico Induzida por tPA v Ensaio de Gerag&o de Plasmina

Fibrindlise é uma série de reagdes enzimaticas que degradam a fibrina insolivel e depende da quantidade e
qualidade de vérias enzimas fibrinoliticas, como o ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e a plasmina, seus
respectivos inibidores, o inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e a alfa-2-antiplasmina (a.2AP), bem
como da estrutura do codgulo (Longstaff e Kolev, 2015). No cenério clinico, o aumento da taxa de fibrindlise é usado
para reverter a oclusdo trombdtica (por exemplo, tPA recombinante para tratamento agudo de acidente vascular
cerebral, infarto do miocérdio ou embolia pulmonar), enquanto a diminuigdo da taxa fibrinolitica é usada para reduzir
o sangramento (por exemplo, &cido tranexdmico para tratamento agudo de acidente vascular cerebral, infarto do
miocardio ou embolia pulmonar) (Draxler e Medcalf, 2015; llich et al, 2017; Kwaan et al, 2017). Recentemente, na
hemofilia, ensaios que medem a formagdo de coagulo e a fibrindlise tém sido utilizados para facilitar comparagdes
diretas e funcionais entre agentes hemostaticos novos e emergentes que apresentam diferentes mecanismos de
acgdo (Holle et al, 2024). No entanto, testes globais para identificar o potencial fibrinolitico de um individuo néo
sdo amplamente implementados. Em contraposicdo, pesquisas bésicas sobre fibrindlise geralmente se baseiam na
quantificagdo dos varios fatores fibrinoliticos. As concentragdes totais sdo medidas por meio de ensaios baseados em
antigenos e testes funcionais especificos para determinar sua atividade. Apesar da variedade de ensaios disponiveis,
continua sendo um desafio atribuir fatores fibrinoliticos individuais que contribuem para o resultado fibrinolitico
geral em razdo da natureza dindmica do ambiente que envolve o coagulo (Longstaff, 2018). Durante décadas,
ensaios de lise de codgulos monitorados por turbidez tém sido utilizados como método padrdo para quantificar o
potencial fibrinolitico geral de uma amostra, e variagdes desse ensaio global e simplista foram desenvolvidas para
abordar as fungdes dos fatores fibrinoliticos. Nesse contexto, dois ensaios foram explorados na pratica clinica e
apresentam resultados promissores para uso na avaliagdo do potencial fibrinolitico geral.

Tempo de Lise do Codgulo Plasmatico Induzida por tPA: os tempos de lise do codgulo plasmatico induzida
por ativador do plasminogénio séo frequentemente relatados para avaliar e quantificar a propriedade fibrinolitica
geral de uma amostra (Longstaff, 2018). Esse teste é realizado adicionando simultaneamente agonistas para iniciar
a coagulagdo (por exemplo, fator tecidual e Ca2+) e a fibrindlise (por exemplo, tPA) ao plasma citratado. Como
alternativa, os coagulos podem ser gerados primeiro e depois cobertos com tPA para simular o cenario clinico
no qual o tPA ¢ infundido para degradar trombos isquémicos existentes (Longstaff et al, 2011). A simplicidade
do sistema de reagdo e o processamento minimo da amostra fazem desse ensaio o método ideal para investigar
a suscetibilidade de coadgulos plasmaticos a fibrindlise (Holle et al, 2024). O teste também ¢é sensivel a moléculas
inibidoras que tém como alvo fatores especificos, como PAI-1 e a2AP, que podem ser incluidas para inferir os
respectivos papéis de PAI-1 e a2AP na fibrindlise geral (Zheng et al, 2023).

Reagentes e método:

e Fosfolipidios [4 uM final]

CaCl, [10 mM final]

e Fator tecidual [dilui¢do 1:15.000 de Innovin, fator tecidual 1 pM final]

¢ Solugdo salina tamponada com HEPES (HEPES 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM)
tPA (0,5 pg/mL final)
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1) Em uma placa de 96 pogos com fundo em U, pipete 10 uL de TF/PL/rtPA em cada pogo (pipetagem
reversa para o fundo do pogo)

2) Adicione 40 uL de PPP em cada pogo (pipetagem reversa para a lateral do pogo na parte de cima)

3) Pré-aqueca a placa na incubadora por 5 minutos

4)  Apods 5 minutos de pré-aquecimento, use uma pipeta multicanal para transferir 10 uL de Ca, misture bem
e evite a formacgdo de bolhas

5) Coloque a placa rapidamente no leitor de placas e inicie a leitura

6) Monitore a reagdo por 2 horas, medindo a turbidez a 405 nm a cada 12 segundos usando um leitor de
placas.

Ensaio de Geragao de Plasmina: os ensaios de geragdo de plasmina desenvolvidos por vérios grupos compartilham
alguns elementos comuns (Longstaff, 2018; Zheng et al, 2023). Em geral, a atividade pré-coagulante no ensaio
de geragdo de plasmina é iniciada pela adi¢do de fator tecidual exdgeno ao plasma recalcificado, e a atividade
fibrinolitica é desencadeada pela adigdo de tPA exégeno. A geragdo de plasmina é detectada pela clivagem de um
substrato fluorogénico, e os pardmetros sdo definidos a partir do acimulo de fluorescéncia ou por meio de uma
derivada matematica dessa curva de fluorescéncia. Diferencas sutis entre esses ensaios incluem as concentracdes
de fator tecidual e tPA usadas e a utilizagdo ou ndo de plasma diluido. Algumas variagdes desses ensaios detectam
trombina e plasmina simultaneamente, enquanto outras realizam essas medigdes separadamente, mas em paralelo.
Estudos mostram que esses ensaios sdo especificos para plasmina e sensiveis a K2AP, com a atividade medida
representando a plasmina livre. A geragdo de plasmina também ¢ sensivel ao acido tranexamico. Considerando
as altas concentragdes de tPA necessérias para desencadear a geragdo de plasmina mensuravel, o teste ndo é
sensivel a concentragdes plasmaticas de PAI-1 (Miszta et al, 2021). No entanto, a resposta de geragdo de plasmina
a adigdo de tPA exdgeno é dose-dependente. Um crescente corpo de estudos sugere que ensaios de geragdo de
plasmina, especialmente quando usados com ensaios de geragdo de trombina e turbidez, produzem uma impressédo
multidimensional dos efeitos integrados das atividades pré-coagulante e fibrinolitica na satide e na doenga (Miszta
et al, 2021; Zheng et al, 2023).

Reagentes e método:

¢ Solugdo salina tamponada com Tris (TBS), contendo 66 mM de Tris e NaCl 130 mM

* 34 mM de CaCl,

* 10 pM de fator tecidual (fator tecidual humano recombinante lipidado, Innovin, Siemens Healthcare, Erlangen,
Alemanha)

® 900 ng/mL de tPA (ativador do plasminogénio tecidual de cadeia dupla recombinante, Actylise, Boehringer
Ingelheim, Biberach an der Riss, Alemanha)

e o-trombina (BOC-VAL-PrO-ARG-MCA, Peptides International, 5 mg)

* Plasmina (BOC-GLU-LYS-LYS-MCA, Peptides International, 5 mg)

1) Prepare a solugdo reagente com 34 mM de CaCl,, 10 pM de fator tecidual e 900 ng/mL de tPA na
solugdo TBS. A concentragéo final dos reagentes no plasma foi 5 pM de TF e 450 ng/mL de tPA.

2) Dois substratos foram preparados com concentragéo final de 100 uM e utilizados na detecgdo das enzimas:
a-trombina e plasmina.

3) Os dois primeiros pogos da placa (Grelner, 96 pogos, fundo plano, preto transparente) devem ser usados
como branco, e as amostras foram analisadas em duplicata, em fileiras paralelas, para cada substrato,
evitando possivel interferéncia e/ou interagdo na detecgdo do sinal.

4)  Adicione solugdes de substrato (20 pl) aos pogos da placa, seguido de 90 pL das amostras e do branco
(solucdo TBS).

5)  Utilizando uma pipeta automatica com mdltiplas ponteiras, adicione 90 plL da solugdo de reagdo pré-aquecida
(37°C por 3 min) a cada pogo da placa.

6)  Por fim, a placa deve ser lida no fluorémetro com comprimento de onda de excitagdo de 340 nm e emisséo
de 450 nm por 4 horas em intervalos de 45 segundos.

7) A andlise de dados pode ser realizada pelo software Microsoft® Excel®. As curvas para trombina e plasmina
devem ser geradas calculando a média em cada ponto de tempo para os pogos de plasma duplicados,

Diagndstico de Hemofilia e Outros Disturbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 137



subtraindo os valores de leitura do branco (para trombina e plasmina separadamente). Parametros a serem
calculados nos dois ensaios, usando as ferramentas do aplicativo Shiny: inicio (tempo até o ponto de inflexdo
antes do aumento da turbidez), taxa maxima (inclinagdo de uma linha ajustada a taxa méxima de aumento da
turbidez usando 5 a 10 pontos para determinar a linha), tempo até o platd/pico (tempo até o platé [formagdo
de coégulo] ou pico [fibrindlise] de turbidez), alteracdo de turbidez (turbidez méaxima do codgulo menos a
turbidez inicial) e area sob a curva (AUC) (calculada como a soma dos trapézios formados pelas curvas de
turbidez).
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LIS EN Parametros de Coagulagao em Populacoes
Pediatricas
Pierre Toulon

TOPICOS ABORDADOS

v" Hemostasia do Desenvolvimento V" Parametros de Coagulagdo em Neonatos e Criancas
versus Adultos

O equilibrio hemostatico pediétrico, diferente do adulto, é um processo evolutivo conforme o sistema hemostatico se
modifica e amadurece da vida fetal até a vida adulta, principalmente durante os primeiros meses de vida. Compreender
o conceito de hemostasia do desenvolvimento, hoje universalmente aceito, é fundamental para garantir o diagndstico
e o tratamento ideais de doengas hemorragicas e trombéticas em criancas.

Hemostasia do Desenvolvimento: a hemostasia é um mecanismo complexo que envolve fatores pré-coagulantes
e anticoagulantes. Ela permite que o sangue permanega liquido ao circular em vasos intactos. Também evita
0 sangramento excessivo, promovendo a formagdo de coagulos apés lesdo endotelial, e a coagulagdo excessiva,
limitando a formagdo de coagulos no local da lesdo. O equilibrio hemostético depende principalmente de muitos
parametros, incluindo plaquetas, fatores de coagulagdo e inibidores, embora as células endoteliais e sanguineas
desempenhem um papel significativo. Criangas ndo sdo apenas adultos em miniatura, pelo menos no que diz respeito
a hemostasia, pois o equilibrio hemostatico pediatrico é diferente do de adultos. Além disso, é um processo evolutivo,
como demonstrado por Andrew M. et al (1987) ha mais de 30 anos, tanto em recém-nascidos prematuros quanto em
recém-nascidos a termo. Esses autores demonstraram que o sistema hemostatico se modifica e amadurece ao longo do
tempo, da vida fetal até a idade adulta, principalmente durante os primeiros meses de vida, e promoveram o conceito
de hemostasia do desenvolvimento. Os fatores de coagulagédo de origem materna sdo incapazes de atravessar a
barreira placentaria devido ao seu tamanho. A sintese de fatores de coagulagéo pelo feto inicia-se precocemente (por
exemplo, durante a quinta semana de gestagdo no caso do fibrinogénio), e o sangue se torna coagulével apés onze
semanas de gestagdo. As faixas de referéncia de pardmetros de coagulagéo para fetos foram estudadas em diferentes
faixas etarias gestacionais, e os niveis plasmaticos medianos situaram-se entre 10% e 30% dos valores de adultos,
dependendo do pardmetro avaliado, em fetos com idade entre 19 e 23 semanas, aumentando progressivamente
para niveis entre 10% e 50% entre 30 e 38 semanas de gestagdo. Os achados iniciais de Andrew M et al (1987) foram
confirmados por vérios estudos que avaliaram diferentes populagdes pediatricas em diversas condigdes técnicas (ou
seja, combinagdes de reagentes/analisadores). Os critérios de sele¢do dos individuos foram relativamente homogéneos
entre os estudos; porém, alguns tiveram critérios de inclusdo/exclusdo e grupos etarios ligeiramente diferentes. A
principal diferenga entre os estudos foi o nimero de individuos avaliados em cada faixa etéria, que variou de 10 a mais
de 500 individuos. O processo de coleta de amostras, um ponto-chave a ser considerado, visto que a coleta de sangue
de bebés ou neonatos pode ser mais probleméatica do que em adultos, foi comparavel nos diferentes estudos, com
sangue coletado por pungdo venosa em tubos contendo citrato 3,2% (1 vol./9 vol.) usando agulhas de calibre 18 a 24,
dependendo da idade dos pacientes. A maioria desses estudos se concentrou principalmente em ensaios de atividade
para a maioria dos parametros envolvidos no sistema de coagulagdo, enquanto um estudo avaliou as concentragdes
de antigenos de varios analitos. Todos esses estudos mostraram que, ao nascimento, os niveis plasmaticos da maioria
das proteinas de coagulagdo eram cerca de metade dos medidos em adultos, exceto FVIII:C e FVYW, que séo elevados,
com os recém-nascidos prematuros apresentando niveis mais baixos do que os recém-nascidos a termo. Os valores
de adultos foram atingidos entre alguns meses de idade e até mais de 16 anos para pardmetros especificos, como
FVII ou proteina C da coagulagdo, conforme mostrado na Tabela 39. Embora a tendéncia global seja consistente
entre os estudos, as diferencas nos valores absolutos provavelmente se devem a diferencas nos reagentes e/ou nos
instrumentos utilizados para medir esses parametros, particularmente nos testes globais de coagulagdo, como TP
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ou TTPA. Assim, o Subcomité do Comité Cientifico e de Padronizagdo da ISTH recomenda que cada laboratério
defina suas faixas de referéncia dependentes da idade, utilizando suas préprias condi¢des técnicas. Para cumprir a
diretriz C28A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), as faixas de referéncia devem ser estabelecidas
testando pelo menos 30 individuos diferentes em cada faixa etéria. A obtengdo de plasma suficiente a partir de um
grande ndmero de criangas "aparentemente” sadias para a realizagdo de inimeros testes gera questdes logisticas
que estariam muito além da capacidade de muitos laboratérios. Para contornar essa dificuldade, é pratica comum
consultar dados da literatura levando em consideragdo condiges técnicas idénticas, mesmo que o processo pré-
analitico, e particularmente a coleta de sangue, possa ser diferente daquele utilizado em uma determinada instituigdo.
As condigdes técnicas (ou seja, combinagdo de reagentes e instrumentos) utilizadas nas principais publicagdes sdo
apresentadas na Tabela 40. A hemostasia primaria foi menos estudada. Contudo, a contagem de plaquetas geralmente
é normal ou elevada ao nascimento, atingindo os valores de adultos no periodo de 1 ano apds aumentos transitérios.
Apesar das plaquetas hiporreativas, particularmente no periodo neonatal, constatou-se que o tempo de sangramento
e o tempo de fechamento plaquetario (PFA-100®) eram menores em recém-nascidos, sugerindo maior potencial
hemostatico. A normalizagdo ocorreu antes do final do primeiro més de vida. Em recém-nascidos, foram relatados
niveis significativamente mais altos de FVW que depois diminuiram, atingindo os valores de adultos apds 1 ano de
vida, momento em que se observa um aumento significativo dos niveis plasmaticos nos grupos sanguineos ndo O em
comparagdo aos grupos sanguineos O.

Conclusées

A compreensdo do conceito de hemostasia do desenvolvimento, hoje universalmente aceito, é fundamental para
garantir a prevengdo, o diagndstico e o tratamento ideais de doengas hemorragicas e tromboéticas em criangas.
Portanto, é obrigatério que o laboratério utilize faixas de referéncia de pardmetros de coagulagéo especificas para
cada idade. Parece impossivel exigir que cada laboratério estabeleca seus préprios intervalos de referéncia para
cada parédmetro de coagulagdo em suas préprias condigbes técnicas, testando pelo menos 120 individuos sadios
em cada faixa etéria, conforme recomendado pela Diretriz EP 28-A3C do CLSI. Portanto, a melhor opgéo para um
laboratério seria traduzir os achados da literatura em faixas de referéncia locais para neonatos e criangas, levando em
consideragdo seu ambiente técnico especifico. Nesse sentido, ja foram disponibilizados dados de combinagdes de
reagentes e analisadores de fabricantes atuais. No caso de novos fabricantes, estudos especificos e, de preferéncia,
multicéntricos teriam que ser realizados para estabelecer as faixas de referéncia pediatricas especificas utilizando essas
novas combinac¢des de reagentes/analisadores.
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Tabela 39. Pardmetros de coagulagdo em neonatos e criangas versus adultos: resumo dos resultados dos testes e
efeito potencial na hemostasia (adaptado de Toulon et al, 2016)

Periodo neonatal (valor Impacto na
Componente Pardmetro médio)* Normalizacdo hemostasia
Hemostasia primaria Plaquetas Normais ou elevadas 1 A (apds aumentos | Hemostasia primaria
AW Elevado (153%)* transitérios) aumentada
Tempo de fechamento| Reduzido 3M
plaquetério (PFA-100%) 2-4S
Coagulagdo FIl, FVII, FIX, FX, Diminuido (40-66%)* 1A (até 16 A para Potencial de
FXI, FXII, PK, Diminuido (37-54%)* FVII) coagulagao diminuido
HMWK Normal ou diminuido (70%)* TA
Fv Normal ou aumentado (100)* TA@te16A)
FVIII Normal** ™
Fibrinogénio Prolongado ou normal 1A
TP Prolongado 1A
TTPa 1A (até 16 A)
Inibidores naturais da Antitrombina Diminuida (63%) 3M Potencial regulatério/
coagulagdo Proteina C Diminuida (35%) 16 A inibitério diminuido
Proteina S Diminuida (36%)* 3M
Fibrindlise Plasminogénio Diminuido (36%)* 6M Atividade fibrinolitica
alfa 2 Normal ou diminuida (85%)* 6M aumentada
antiplasmina Aumentado 15
tPA Aumentado 16 A
dimero D

*Em porcentagem (%) dos valores de adultos, de Andrew M, et al. (1987); **Fibrinogénio fetal pode estar presente;
M: més; S: semana; A: ano

Tabela 40. Condigdes técnicas (marcas de instrumentos e reagentes) utilizadas nos principais estudos que relataram
valores habituais dos parametros de coagulagdo em populagdes pediatricas (*indica instrumentos e/ou reagentes

que ndo estdo mais disponiveis comercialmente)

Autores

Instrumentos

Reagentes

Andrew et al (1987, 1988)

ACL (Werfen)*

Varios*

Flanders et al (2005, 2006)

STA-R (Stago)
BCS (Siemens)

Principalmente Stago

Monagle et al (2006, 2011) STA Compact (Stago) Stago

Apple et al (2012) BCS (Siemens) Siemens
CA-1500 (Sysmex)

Attard et al (2013) Leitor de microplacas Stago

Toulon et al (2016) ACL TOP 500/700 (Werfen) Siemens
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U FY Analise Genética Molecular
Carlos De Brasi e Megan Sutherland

TOPICOS ABORDADOS

V' Caracteristicas Moleculares de Genes e Proteinas v Protecdo contra Trombose Venosa Profunda (TVP)
v Espectro de Abordagens Préaticas Aplicadas em

Testes Genéticos

Relacionados a Hemofilia
v Espectro de Variantes Causadoras de Hemofilia
v" Outros Fendtipos Associados ao Gene F8 v" Nomenclatura Padronizada e Potencial Patogénico

v Outros Fenétipos Associados ao Gene F9 de Variantes

A andlise genética da hemofilia é importante para definir a causa subjacente do disturbio hemorragico em individuos
afetados e seus familiares. A compreensdo da variante genética associada ao fendtipo pode ajudar a prever a
gravidade do disturbio, incluindo o risco de desenvolvimento de inibidores. Também auxilia na identificacdo de
mulheres portadoras de hemofilia, as quais pode ser oferecido diagnéstico pré-natal. E importante que os individuos
submetidos a investigagdo genética recebam aconselhamento genético adequado antes de qualquer teste. As
recentes Diretrizes da WFH para Manejo da Hemofilia (3% edigdo) (Srivastava et al, 2019) contém um capitulo dedicado
a avaliagdo genética de individuos com hemofilia A e hemofilia B. Esse capitulo do manual de laboratério descreve
a base genética da hemofilia A e B e destaca a heterogeneidade de abordagens praticas atualmente disponiveis
em todo o mundo que podem ser utilizadas para investigar as variantes genéticas subjacentes. Também descreve
o uso de nomenclatura padronizada para a descrigéo de variantes genéticas e sua classificagdo de patogenicidade,
além de destacar a importancia de um laudo de interpretacéo claro e conciso que descreva o resultado genético e
as implicagdes para o individuo e sua familia.

Caracteristicas Moleculares de Genes e Proteinas Relacionados & Hemofilia: as caracteristicas moleculares dos
genes da hemofilia, FVIIl ou F8 de coagulagdo e FIX ou F9 de coagulagéo, sdo apresentadas na Tabela 41. A Tabela
41 mostra as coordenadas gendémicas em GRCh38 (hg38), tamanho dos genes e localizagdo citogenética de F8 e
F?, sua complexidade de éxons (nimero de éxons), versdes atualizadas e com curadoria de arquivos RefSeq (ou
seja, NG_..., NM_
polipeptidicas derivadas.

.... NP_...) e o tamanho molecular relevante dos principais transcritos de genes e suas isoformas

Tabela 41. Caracteristicas moleculares dos genes F8 e F9

.Tg GRCh38 (hg38) Principal
5 o (coordenadas) Principal proteina*
—g 5 NC_000023.11 RefSeq gendmica transcrito* RefSeq | RefSeq
E :g Nome do Localizacao (comprimento (faixa de (comprimento (comprimento | N°
» T | gene citogenética [pb]) coordenadas) [nts]) (éxons) [aa]) OMIM
F8 Fator de Xq28 complemento NG_011403.2 NM_000132.4 NP_000123.1 300841
coagulagdo (154.835.792- (5.001-191.932) (9032) (26) (2351)
VI 155.022.723)
(186.931)
F9 Fator de Xg27.1 (139.530.739- NG_007994.1 NM_000133.4 NP_000124.1 300746
coagulagdo IX 139.563.459) (5.001-37.723) (2800) (8) (461)
(32.720)

HGNC: HUGO Gene Nomenclature Committee [Comité de Nomenclatura de Genes da HUGO]. Comprimento
[unidades]: [pb], pares de bases; [nts], nucleotideos; [aa]; aminoacidos. *Apenas a variante de transcrigdo mais longa
(mais significativa) e sua principal isoforma derivada séo indicadas. OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man
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(https://omim.org/); n°, nimero de acesso. Os dados foram coletados do NCBI (Centro Nacional de Informagdes
sobre Biotecnologia), acessado em 18/01/2024 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). RefSeq indica arquivos de Sequéncia

de Referéncia da plataforma do navegador do NCBI.

Ademais, a Tabela 42 apresenta as caracteristicas mais relevantes das proteinas de coagulagéo FVIIl e FIX. A Tabela 42
compila dados das principais isoformas das proteinas, da cartografia de aminoacidos (aa) de dominios de proteinas
reconheciveis (especificados pelo banco de dados UNIPROT) e de arquivos do banco de dados de proteinas (PDB)
associados a modelos de estrutura 3D (coordenadas tridimensionais dos dtomos de FVllla e FIXa).

Tabela 42. Caracteristicas moleculares das proteinas fatores VIl e IX de coagulagéo

] g Isoforma ID no PDB de estrutura
§ % Nome da Proteina RefSeq Dominios de isoformas: UNIPROT 3D
i principal isoforma (comprimento [aa]) | N° UNIPROT* | (coordenadas de aa) (coordenadas de aa)
FVIIl fator VIII de NP_000123.1 P00451 Peptideo sinal: (1-19) Mature FVllla 2R7E.
3 ok
coagulagao (2351) A1: F5/8 tipo A 1 (20-348) pdb
isoforma a A: Cadei q
. ; : Cadeia pesada
preproproteina A2: F5/8 tipo A 2 (399-730) P
B: regido B (760-1667) AT-AZ (Antiga 1-725)
A3: F5/8 tipo A 3 (1713-2040) B: Cadea leve A3-C1-C2

(Antiga 1689-2332)
C1: F5/8 tipo C 1 (2040-2188)

C2: F5/8 tipo C 2 (2193-2345)

FIX fator IX de NP_000124.1 P00740 Peptideo sinal: (1-28) — Propeptideo: (29-46) | Homology model FIXa.

~ dkk
F039U|a§ao (461) Gla: rico em y-carboxiglutamato (47-92) pdb
isoforma 1 L: Cadeia leve

preproproteina EGF1: EGF-like 1 ligado a Ca++ (93-129)

Gla-EGF1-EGF2
(47-171)

EGF2: EGF-like 2 (130-171)

Act_peptide: peptideo de ativagao (192-226
-Pep pep Gl ) H: Cadeia pesada

Tryp_SPc: serina protease semelhante &

Tryp_SPc (227-461
tripsina (227-457) p-SPe )

*Navegador para proteinas UNIPROT (URL: https://www.uniprot.org/). **Shen et al, 2008. ***Curadores do Projeto
de Bancos de Dados de Variantes da EAHAD (Rallapalli et al, 2013; McVey et al, 2020). A maioria dos dados
foi coletada dos Bancos de Dados de Variantes de Fatores de Coagulagédo da EAHAD (European Association for

Haemophilia and Allied Disorders [Associagdo Europeia para Hemofilia e Distdrbios Associados]) (URL: https://dbs.
eahad.org/), acessados em 18/01/2024. Cédons e aminoacidos (aa) séo numerados seguindo as regras da HGVS (ou
seja, cddon +1 que codifica o primeiro residuo (Met) do polipeptideo primério em FVIII e FIX). Na numeragdo antiga,
cédon/aminoéacido +1 refere-se ao que codifica o primeiro aminoécido da proteina FVIII madura (excluindo 19 aa
do peptideo sinal) e da proteina FIX (excluindo 46 aa do peptideo sinal e do propeptideo). Embora a numeragao da
HGVS seja recomendada, a numeragdo antiga foi amplamente utilizada em publicagdes anteriores.

Espectro de Variantes Causadoras de Hemofilia: a maioria das variantes patogénicas que afetam o gene F8
causa hemofilia A, enquanto a maioria das variantes patogénicas de F9 causa hemofilia B. O banco de dados
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.org) compila um grande conjunto de informagdes
abrangentes sobre genes humanos, indica variantes que afetam sua funcdo e descreve e classifica seus fenétipos
associados. O banco de dados OMIM indica que as variantes de F8 estdo associadas a dois fenétipos diferentes:
hemofilia A (#306700) e trombofilia 13 (ligada ao X, devido a defeito do FVIII) (#301071) (THPH13); enquanto de F9,
a quatro fendtipos: hemofilia B (#306900), trombofilia 8 (ligada ao X, devido a defeito do FIX) (#300807) (THPHS),
protegdo contra trombose venosa profunda (TVP) (#300807) e sensibilidade a varfarina (#301052). A Tabela 43 e a
Tabela 44, respectivamente, mostram o espectro de mutagdes no gene F8 causadoras de hemofilia A de acordo com
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os niveis de atividade do FVIII de coagulacgéo (FVIII:C), e mutagdes no gene F9 causadoras de hemofilia B, associadas
aos niveis de FIX (FIX:C). As prevaléncias mais relevantes das variantes causadoras de hemofilia A e hemofilia B,
listadas nas Tabelas 43 e 44, foram extraidas dos bancos de dados da European Association for Haemophilia and
Allied Disorders (EAHAD). O banco de dados de variantes de F8 da EAHAD exclui inversdes prevalentes associadas a
hemofilia A grave envolvendo quase metade dos pacientes. Para apresentar uma prevaléncia imparcial de mutagdes
causadoras de hemofilia A grave, suas frequéncias relativas foram combinadas levando em consideragado as médias
mundiais das inversdes do intron 22 (Inv22) de F8 relatadas por Antonarakis et al (1995) e aquelas estimadas para
a inversdo do intron 1 (Inv1) de F8 a partir de uma série internacional de pacientes com hemofilia A (Rossetti et al,
2004) (Tabela 43).

Tabela 43. Variantes de F8 causadoras de hemofilia A mais tipicas em pacientes hemizigotos a partir de fontes internacionais.

Nao inversoes

Tipo de variante por Grave Global Grave |Moderada Leve

efeito N° casos (%) NP° casos (%) NF° casos (%) N° casos (%) Referéncias
Missense 1418 (30,2) (16,2) 1340 (79,9) 3048 (95,8) F8_var_db EAHAD*
Indel in-frame 70 (1,5) 0,8) 19 (1,1) 32(1,0) F8_var_db EAHAD*
Indel frameshift 1487 (31,7) (17,0) 142 (8,5) 27 (0,9) F8_var_db EAHAD*
Defeito de splicing 320 (6,8) (3,7) 98 (5,8) 68 (2,1) F8_var_db EAHAD*
Nonsense 968 (20,6) (11,1) 59 (3,5) 4(0,1) F8_var_db EAHAD*
Grande delecio (SV) 426 (9,1) 4,9 19(1,1) 3(0,1) F8_var_db EAHAD*
Total de n3o inversdes 4689 (100) (53,7) 1677 (100) 3182 (100) F8_var_db EAHAD*
Inv22 (SV) tipo 1 740 (35,4) Antonarakis et al,
Inv22 (SV) tipo 2 140 (6,7) 1995

Inv22 (SV) de outros tipos 25(1,1)

Total de Inv22 2093 (43,2)

Inv1 (SV) 19 (3,1) Rossetti et al, 2004
Total de Inv1 622 (3,1)

SV indica variantes estruturais, incluindo variagdes do niimero de cépias (CNVs), como grandes delegdes de F8 e
grandes inversdes de F8 (ndo CNVs), como a inversdo do intron 22 (Inv22) e a inversdo do intron 1 (Inv1). Os dados de
pacientes ndo informativos com inversées de F8 foram obtidos dos bancos de dados da EAHAD (European Association
for Haemophilia and Allied Disorders) que registram pacientes individuais. *Banco de dados de variantes de F8 (http://

18-db.eahad.org/).

A variante causadora de hemofilia A grave mais caracteristica e recorrente em todo o mundo é a inversdo do intron
22 de F8, uma grande inversdo perfeita de 600 kb mediada pela recombinagéo entre repeti¢des invertidas de 10 kb
(int22h ou h), que rompe a estrutura do F8 e impede o splicing normal de RNA entre os éxons 22 e 23 (Lakich et al,
1993; Naylor et al, 1993). H4 uma cépia intragénica de int22h do F8 dentro do intron 22 (h1) e duas cépias extragénicas
(h2 e h3). Dependendo de qual cépia extragénica se recombina com a intragénica, a Inv22 apresenta padréo tipo 1
(h1/h3) ou padréo tipo 2 (h1/h2). A Inv22 se origina quase exclusivamente de células germinativas masculinas (Rossiter
et al, 1995) e, consequentemente, a maioria das maes de pacientes com Inv22 é portadora (Tizzano et al, 1995). O
mecanismo molecular da recombinag¢do homdloga néo alélica entre grandes repeti¢des invertidas na meiose masculina
corrobora a recorréncia da Inv22 como a causa mais prevalente de hemofilia A grave em todo o mundo (Tabela 43). Da
mesma forma, a inversdo do intron 1 (Inv1) de F8 é uma grande inverséo perfeita de DNA causada pela recombinagéo
entre repetigdes invertidas de 1 kb (int1h), que rompe a estrutura do F8 no intron 1 (Bagnall et al, 2001) e envolve uma
média estimada de 3% dos pacientes com hemofilia A grave em todo o mundo (Tabela 43).
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O grupo restante de pacientes com hemofilia A grave, moderada ou leve (Tabela 43), ndo informativos para as inversoes
de F8, e todos os pacientes com hemofilia B (Tabela 44) mostram um espectro tipico de variantes deletérias, incluindo
substituicdes de nucleotideo Unico (SNV) prevendo missense, nonsense ou defeitos de splicing; pequenas insergdes/
delegdes (INDEL) prevendo frameshifts ou alterages in-frame; ou, menos frequentemente, grandes variagdes do
ndmero de cépias (CNVs), principalmente grandes delegdes.

Tabela 44. Variantes de F? causadoras de hemofilia B mais tipicas em pacientes hemizigotos a partir de fontes internacionais

Grave Moderada Leve

Tipo de variante por efeito | N° casos (%) N° casos (%) N° casos (%) Referéncias

Missense 999 (52,3) 1039 (85,1) 719 (95,0) F9_var_db EAHAD*
Indel in-frame 27 (1,4) 9(0,7) 1(0,1) F9_var_db EAHAD*
Indel frameshift 185 (9,7) 42 (3,4) 2(0,3) F9_var_db EAHAD*
Defeito de splicing 135(7,1) 66 (5,8) 30 (4,0) F9_var_db EAHAD*
Nonsense 459 (24,0) 62 (5,1) 5(0,7) F9_var_db EAHAD*
Grande delecéo (SV) 107 (5,6) 3(0,3) F9_var_db EAHAD*
Total 1912 (100) 1221 (100) 757 (100) F9_var_db EAHAD*

SV indica variantes estruturais como grandes dele¢des que afetam parcial ou totalmente o gene F9. Os dados de
pacientes com HB foram obtidos dos bancos de dados da EAHAD (European Association for Haemophilia and Allied
Disorders) que registram pacientes individuais. *Banco de dados de variantes de F9 (https://f9-db.eahad.org/).

Informagdes sobre as variantes de F8 e F? estdo compiladas em bancos de dados de acesso publico, como os
desenvolvidos pelos CDC (Centers for Disease Control and Prevention [Centros de Controle e Prevengdo de
Doengas]), denominados CHAMP e CHBMP para hemofilia A e hemofilia B, respectivamente (https://www.cdc.gov/

ncbddd/hemophilia /champs.html), e pela EAHAD (European Association for Haemophilia and Allied Disorders)
para F8 (http://f8-db.eahad.org/) e F9 (http://f9-db.eahad.org/) (Tabelas 43 e 44). Acessados em 18 de janeiro de
2024, os bancos de dados da EAHAD contém informagdes de 3052 variantes de F8 Unicas que correspondem a

10144 casos individuais e 1244 variantes de F9 Unicas que correspondem a 4713 casos individuais. Nas Tabelas 43
e 44, as variantes genéticas sdo classificadas por seu efeito previsto a partir da evidéncia observada da sequéncia
de nucleotideos de DNA (ou seja, missense, indel in-frame, indel frameshift, defeito de splicing, nonsense, grande
delegdo). As variantes de F8 e F9, respectivamente, listadas nas Tabelas 43 e 44 representam as variantes causadoras
de hemofilia com frequéncias significativas em todo o mundo, em contraposicéo as variantes prevalentes encontradas
em populag¢des especificas tipicamente associadas a fenétipos ndo graves (por exemplo, duplicagéo do éxon 13 de
F8 prevalente na populagdo italiana com hemofilia A leve (Acquila et al, 2004).

Outros Fenétipos Associados ao Gene F8

Trombofilia 13 (ligada ao X, devido a defeito do FVIII): Shen et al (2013) avaliaram os niveis de atividade de FVIII:C e o
nimero de cdpias do gene F8 em pacientes com tromboembolismo venoso (TEV) em comparagdo a controles sadios.
Pacientes com TEV apresentaram niveis significativamente mais altos de FVIII:C e maior nimero de cépias do gene F8.
Simioni et al (2021) relataram duas familias italianas com trombofilia 13 e identificaram uma duplicagdo parcial do gene
F8 em tandem, o que é consistente com o padrdo de heranga dominante ligada ao cromossomo X, visto que pacientes
hemizigotos do sexo masculino sdo mais gravemente afetados do que as portadoras do sexo feminino.

Outros Fenétipos Associados ao Gene F9

A trombofilia 8 (devido a defeito do FIX) é um fendtipo hereditario recessivo ligado ao X associado a TEV de inicio
precoce causado por um defeito missense de F?, R338L ou variante Padua, relatado por Simioni et al (2009). Foi
relatado que FIX-Padua aumenta a resisténcia fibrinolitica dos codgulos plasmaticos (Ammollo et al, 2014).
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Protec&do contra Trombose Venosa Profunda (TVP):

Avariante polimérfica comum FIX-Malmo (frequéncia alélica menor de 0,32), p.(Thr148Ala), causada por uma substitui¢do
de nucleotideo Unico (SNV) G>A, esta associada a protegdo contra o risco de TVP com razdes de chances (OR) de 0,8 em
pacientes do sexo masculino e 0,89 em pacientes do sexo feminino (Bezemer et al, 2008). No entanto, os mecanismos
moleculares de protegéo contra TVP conferidos pelo polimorfismo FIX-M&lmo permanecem desconhecidos.

A varfarina é um anticoagulante amplamente prescrito para a prevengdo de eventos tromboembdlicos em pacientes
"de risco". Sensibilidade a varfarina (ligada ao X, devido a variantes do FIX) refere-se a uma complicagdo do fenétipo
hemorragico durante a terapia anticoagulante com antagonistas da vitamina K. Pezeshkpoor et al (2018) relataram
uma associagdo entre variantes missense de F9 que afetam o propeptideo, como p. (Ala37Thr) e p.(Ala37Val), e
a sensibilidade a varfarina, caracterizada por uma redugdo desproporcional dos niveis de FIX:C durante a terapia
anticoagulante.

A relagdo causal entre uma determinada variante genética (por exemplo, Inv22 de F8) e um fenétipo especifico (por
exemplo, hemofilia A grave em paciente hemizigoto) pode ser modificada em casos raros pelo envolvimento de um
mosaicismo genético (GM), que é definido como a coexisténcia de pelo menos dois clones geneticamente diferentes
em um individuo (por exemplo, células Inv22-positivas e negativas). O GM pode envolver, parcial ou totalmente, alguns
ou todos os 6rgdos/tecidos de um individuo afetado, resultando, por exemplo, em fenétipos mais brandos se afetar
células somaticas (por exemplo, células produtoras de FVIII/FIX derivadas do endotélio hepético) e na herdabilidade
da variante genética se afetar células germinativas (por exemplo, um paciente com hemofilia e mosaico germinativo
pode ser pai de filhas ndo portadoras) (Abelleyro et al, 2018).

Como paradigmas histéricos de distlrbios recessivos ligados ao cromossomo X, a hemofilia A (OMIM #306700) e
a hemofilia B (OMIM #306900) sdo tipicamente expressas em pacientes hemizigotos do sexo masculino (46,XY),
enquanto as mulheres heterozigotas (46,XX) sdo geralmente assintométicas. Segundo um ponto de vista consensual
entre hematologistas, uma nova classificacdo da hemofilia feminina considera os niveis de atividade do fator de
coagulagdo, indicando doenga grave quando <1 Ul/dL, moderada 1-5 Ul/dL e leve 5-40 Ul/dL; e quando os niveis
do fator sdo >40 Ul/dL, os individuos sdo classificados como portadores sintométicos e assintomaticos (van Galen
et al, 2021). A base molecular da hemofilia feminina envolve expressao prejudicada ou silenciamento dos alelos de
F8 ou F9 mediado pelo fenémeno de inativagdo do cromossomo X (XCI), que silencia a expressao génica em cis de
um X em cada célula para compensar as doses nos homens. A XCl ocorre no inicio da embriogénese, normalmente
de forma aleatdria em cada célula, e esse estado é herdado clonalmente na vida adulta das mulheres. Espera-se que
uma portadora homozigota e uma heterozigota composta expressem hemofilia, assim como portadoras heterozigotas
com XCl desviada silenciando preferivelmente o alelo normal (Radic et al, 2015). Além disso, Garagiola et al (2021)
comprovaram uma associagéo significativa entre os niveis de atividade de coagulagéo do FVIII/FIX e o padrdo de XCl
medido em leucdcitos do sangue periférico de portadores heterozigotos de hemofilia A com <50 Ul/dL.

Espectro de Abordagens Praticas Aplicadas em Testes Genéticos: dependendo da disponibilidade de recursos
e expertise, hd uma variedade de técnicas que podem ser empregadas para a investigagdo de variantes genéticas
associadas a hemofilia A e hemofilia B. Este capitulo fornece exemplos dessas abordagens préticas e referéncias,
quando disponiveis. Diversas técnicas diferentes estdo disponiveis para a investigagdo da inversdo do intron 22 de
F8, incluindo Southern blot, reagdo em cadeia da polimerase (PCR) longa e PCR inversa (Lakich et al, 1993; Liu et al,
1998; Bagnall et al, 2006; Rossetti et al, 2008; Abelleyro et al, 2016; Ding et al, 2016; Hudecova et al, 2017; Pan et al,
2014; Kumar et al, 2015; Edison et al, 2016). A inversdo do intron 1 de F8 pode ser detectada por técnicas como PCR
dupla ou PCR inversa (Bagnall et al, 2002; Rossetti et al, 2008). A analise de SNVs nos genes F8 e F? pode ser realizada
por uma variedade de técnicas, incluindo PCR e sequenciamento de Sanger, ou tecnologias de sequenciamento
de alto rendimento, como sequenciamento de Ultima geragdo (NGS) (Al-Allaf et al, 2019; Li et al, 2014; Lyu et al,
2016; Manderstedt et al, 2019; Edison et al, 2016). Quando os recursos forem limitados, uma abordagem de triagem
antes do sequenciamento de Sanger pode ser empregada (Salviato et al, 2019), como a analise heteroduplex usando
eletroforese em gel sensivel a conformagéo (CSGE). Para anélise de CNVs nos genes F8 e F9 existem varias técnicas,
como gap-PCR, amplificagdo de sonda dependente de ligagdo multiplex (MLPA), PCR quantitativa em tempo real e
NGS (Rossetti et al, 2004; Payne et al, 2012; Costa et al, 2004; Belvini et al, 2017; Kinkle et al, 2017; You et al, 2013; Wu

Diagndstico de Hemofilia e Outros Distdrbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 147



etal, 2014; Fernandez-Lopez et al, 2007; Tizzano et al, 2005; Johnsen et al, 2017). Nos casos de hemofilia A e hemofilia
B em que uma variante genética subjacente ndo é encontrada nas regides essenciais dos genes F8 ou F9 por meio
das técnicas descritas acima, a analise de regides intrénicas profundas quanto a possiveis defeitos de splicing pode
estar disponivel por sequenciamento paralelo em massa (MPS) dirigido ou sequenciamento do genoma completo
(WGS) (Jourdy et al, 2018; Jourdy et al, 2020; Bach et al, 2015; Inaba et al, 2017; Castaman et al, (2011; Chang et al,
2019). A anélise de ligagdo também pode ser considerada para estudos familiares em que n&o ha variante de F8 ou
F9 identificavel (Sun et al, 2015). A investigagdo de individuos com fenétipos atipicos que podem ser decorrentes de
rearranjos gendmicos complexos pode ser feita por anélise de microarranjo citogenético (Jourdy et al, 2016; Jourdy
et al, 2017; Janczar et al, 2016; Lannoy et al, 2018). A anélise da inativagdo do cromossomo X pode ser realizada por
diversas técnicas, como enzima de restri¢do especifica para metilagdo, PCR e anélise de fragmentos, ou outras técnicas
quantitativas (Nisen et al, 1989; Coleman et al, 1993; Johansson et al, 2023; Machado et al, 2014).

Nomenclatura Padronizada e Potencial Patogénico de Variantes: a exatiddo na descrigdo univoca das variantes
genéticas ¢ essencial para a pesquisa e o tratamento clinico. Para atender a essa exigéncia, o Variant Nomenclature
Committee (HVNC) [Comité de Nomenclatura de Variantes] da Human Genome Variation Society (HGVS) [Sociedade
de Variagdo do Genoma Humano], com o apoio da Human Genome Organization (HUGO) [Organizagdo do Genoma
Humano], desenvolveu um conjunto de recomendacgdes. Estas incluem a descricdo das variantes genéticas no
nivel mais basico, o nivel do DNA, e descrigdes no nivel de RNA e/ou proteina, geralmente previstas a partir de
evidéncias do DNA, podem também ser fornecidas (https://hgvs-nomenclature.org/stable/) (den Dunnen et al, 2016).
A nomenclatura da HGVS recomenda uma numerag&o especifica para as posi¢des dos genes, indicando o cédon +1
que codifica o primeiro residuo (Met) do polipeptideo priméario e o nucleotideo +1 para o A do cédon de iniciagdo
AUG. Em algumas publicagdes anteriores sobre hemofilia, a numeragéo antiga do cédon/aminoacido +1 refere-se a
codificagdo do primeiro aminoacido da proteina madura (ou seja, na numeragdo da HGVS, cédon 20 do FVIII e coédon
47 do FIX). Para ajustar e normalizar a nomenclatura das variantes de acordo com a HGVS, o site Mutalyzer oferece
algoritmos eficientes para verificar e confirmar a descrigdo correta a partir das recomendagées da HGVS (https://
mutalyzer.nl/) (Lefter et al, 2021). Todas as variantes detectadas devem ser classificadas de acordo com seu potencial de
causar o fendtipo observado, de acordo com as diretrizes elaboradas pelo American College of Medical Genetics and
Genomics/ Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) [Colégio Americano de Genética Médica e Genémica/
Associagdo de Patologia Molecular] (Richards et al, 2015). As recomendagdes do ACMG podem ser aplicadas a testes
genéticos convencionais ou baseados em sequenciamento de Ultima geragdo utilizados em laboratérios clinicos e
compreendem um sistema de classificagdo de cinco niveis de variantes relevantes para distrbios mendelianos: (1)
patogénicas, (2) provavelmente patogénicas, (3) significancia incerta, (4) provavelmente benignas e (5) benignas. Para
obter essa categorizagdo, o ACMG/AMP recomenda uma anélise completa de (a) dados populacionais, (b) dados
computacionais, (c) dados funcionais e (d) dados de segregacéo.

Por exemplo, a anélise das variantes de F8 e F? envolve:

(a) O estudo da variante genotipada na populagéo geral e sua frequéncia em individuos hemizigotos, heterozigotos,
etc., consultando o gnomAD (https://gnomad.broadinstitute. org/), o ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
e os bancos de dados especificos dos genes F8/HA e F9/HB, como o da EAHAD e o CHAMP (mencionados acima).

(b) A aplicagdo de ferramentas bioinforméticas in silico para analisar alteragdes missense prevendo eventuais alteragdes
estruturais ou funcionais pormeio de, porexemplo, PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), MutationTaster
(https://www. mutationtaster.org/) e Varsome (https://varsome.com/), entre outras; ou para avaliar eventuais defeitos
de splicing, como NNSplice (https://www.fruitfly.org/ seq_tools/splice.html), NetGene2 (https://services.healthtech.
dtu.dk/services/NetGene2-2.42/) e ESEFinder para pesquisar diferengas em sequéncias de acentuadores de splicing
exodnico (esefinder.ahc.umn.edu); e muitas outras ferramentas computacionais para estimar o impacto de variantes no
promotor, 5'- ou 3'-UTR, etc.

(c) Dados experimentais obtidos de estudos funcionais in vitro e in vivo da versdo mutada versus normal a ser testada,
ou parte dela, fornecem informagdes significativas para estabelecer o impacto de uma variante genética.
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(d) Dados de segregacdo associados a um modo de heranga recessiva ligada ao cromossomo X e cossegregagdo
com hemofilia em varios membros familiares afetados séo indicativos de patogenicidade. Levando em consideragéao
essa analise, o ACMG/AMP indica os critérios para classificar variantes patogénicas que pontuam a evidéncia como
muito forte (PVS), forte (PS), moderada (PM) e de suporte (PP); e os critérios para classificar o impacto benigno ou
neutro de variantes que pontuam a evidéncia como independente (BA), forte (BS) e de suporte (BP). A classificacédo
final em uma categoria para estimar a patogenicidade (1-5) resulta da combinagdo das pontuagdes de evidéncia P_
e B_ (Richards et al, 2015).

Laudos de Interpretacéo: os laudos de interpretagdo devem ser claros e concisos e abordar o diagnéstico da pessoa
em investigagdo. Além de seu foco principal, que é declarar a conclusdo molecular geral em resposta a questao
genética, o laudo de interpretacdo deve incluir detalhes suficientes para permitir a identificagdo da variante em outros
laboratérios (ou seja, indicar as abordagens préticas utilizadas, as limitagdes das técnicas, a sequéncia genémica
de referéncia utilizada e a classificagdo da patogenicidade de acordo com as diretrizes do ACMG, incluindo as
evidéncias aplicadas para classificagdo e referéncias; ACGS reporting guidelines, 2020; Deans et al, 2022; Claustres
et al, 2014; Gomez et al, 2019). Os laudos de interpretagdo devem incluir informagdes que expliquem a extensao
real do diagnéstico molecular em linguagem simples, com indicagéo clara, por exemplo, dos riscos especificos para
o desenvolvimento de fenétipos especificos na familia.

Garantia de qualidade: em testes genéticos, a garantia de qualidade abrange todos os aspetos do processo de
diagnéstico, desde a extragdo de &cido nucleico e procedimentos analiticos até a classificacdo e descri¢do das
variantes detectadas e a produgdo de um laudo de interpretagdo. Controle de qualidade interno (CQlI) dos testes
genéticos deve ser realizado rotineiramente para garantir a validade dos resultados gerados. Existem programas
formais de EQA para garantir que o processo de diagndstico e os procedimentos de relato estejam em conformidade
com outros laboratérios (por exemplo, a Avaliagdo de Qualidade Genémica [GenQA] e, especificamente para a
avaliagdo genética da hemofilia, o Programa de Avaliagdo Externa de Qualidade Nacional do Reino Unido [NEQAS
RU] para Coagulagdo Sanguinea). Os laboratérios de genética devem passar por acreditagdo periddica, se disponivel,
de acordo com normas acordadas internacionalmente, por um organismo aprovado. Isto garante a prestagdo de
servigos de diagndstico genético de alta qualidade.
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NI Resolucao de Problemas com Testes
Laboratoriais de Coagulacao
Steve Kitchen

TOPICOS ABORDADOS

V" Resultados Inesperados em Amostra de Teste Individual v Como Investigar Resultados Fora do Consenso em
v" Resultados de CQI Fora da Faixa Pesquisas de Avaliagdo Externa de Qualidade

Resultados Inesperados em Amostra de Teste Individual: problemas relacionados aos testes de coagulagdo ocorrem em
todos os laboratérios de coagulagdo, independentemente dos métodos, reagentes e equipamentos utilizados. Resultados
inexatos podem ocorrer como consequéncia de problemas com uma amostra especifica causados por problemas com
a prépria amostra. Isso pode ser decorrente do processo de coleta ou armazenamento inadequado da amostra antes
da andlise. Essas questdes sdo discutidas na Parte 3 deste manual. Recomendagdes sobre o controle de variaveis pré-
analiticas também estdo disponiveis, especificamente relacionadas a hemofilia e distdrbios relacionados (Kitchen et al,
2020) e em relagéo a coleta (Kitchen et al, 2021a) e ao processamento (Kitchen et al, 2021b) de amostras em todos os
aspectos dos testes laboratoriais de coagulagdo, e ndo sdo discutidas mais detalhadamente aqui. Problemas especificos
podem ocorrer durante a anélise de uma amostra relacionados ao reagente ou a0 manuseio da amostra durante esse
teste especifico, apesar da anélise bem-sucedida de amostras adjacentes imediatamente antes ou logo apds a amostra
com resultado questionavel. Muitos analisadores usam uma sonda para aspirar amostras automaticamente e essas sondas
as vezes descem até a detecgdo de um liquido e entdo aspiram um volume adequado de amostra de teste para concluir o
teste. Se essa amostra de teste tiver bolhas na superficie, isso pode levar a uma coleta incorreta com volume inadequado
gerando resultados falsamente anormais, como resultados de testes de triagem falsamente prolongados ou atividade
falsamente baixa em ensaios calibrados. Pipetagem inexata de reagentes durante a analise também pode levar a resultados
inexatos, por exemplo, se a sonda usada para movimentagdo de reagentes em um analisador estiver desalinhada. Isso
provavelmente afetaria os resultados de varias amostras. Pode ser Util executar 10 réplicas da mesma amostra para avaliar a
precisdo dos resultados, que normalmente fica comprometida se ocorrer desalinhamento da sonda. As reas de reagentes
nos analisadores sdo geralmente mantidas em temperatura constante, frequentemente resfriadas abaixo da temperatura
ambiente, mas com as misturas de reagdo aquecidas a 37°C durante a anélise. A maioria dos resultados dos testes de
coagulagdo é altamente dependente da temperatura; portanto, qualquer desvio fora de uma estreita faixa aceitavel no
resfriamento dos reagentes ou, em particular, no aquecimento das misturas de reagéo, pode causar resultados inexatos que
de modo geral séo falsamente anormais. Resultados falso-normais sdo muito mais raros do que resultados falso-anormais
e sdo observados regularmente apenas em relagdo ao falso encurtamento do TTPA como consequéncia de problemas
pré-analiticos, como hemdlise in vitro. Coagulébmetros totalmente automatizados frequentemente utilizam solugdes de
lavagem/limpeza que enxadguam as sondas entre sucessivas operagdes de pipetagem. Esse processo normalmente evita
o carreamento de amostra ou reagente de um teste para a mistura de reagdo seguinte, mas eventos desse tipo ja
ocorreram. Por exemplo, carreamento parcial de amostra para uma mistura de reagdo de amostra seguinte ocorreu no
passado em relagdo a componentes patolégicos na amostra, como anticorpos antifosfolipidios ou paraproteinas, ou
relacionado a farmacos terapéuticos, incluindo emicizumabe, o que pode causar falso encurtamento do TTPA na amostra
seguinte. Componentes de reagentes, como o neutralizador de heparina em reagentes, foram transferidos para amostras
subsequentes, o que poderia levar a perda da atividade da heparina se presentes na amostra subsequente. Os efeitos do
carreamento de reagentes tém sido amplamente erradicados quando reagentes e instrumentos do mesmo fabricante sdo
combinados. E mais provavel que isso seja um problema se o reagente de um fabricante for usado no analisador de outro
fabricante, se essa combinagio néo tiver sido validada para uso. E fundamental que os laboratérios sigam as orientagdes
da empresa de diagnostico sobre os intervalos permitidos entre as visitas de manutengdo preventiva para minimizar os
riscos de gerar resultados de amostras de pacientes que nao podem ser liberados com seguranga para decisdes de
manejo de pacientes. E importante que os laboratérios recebam informagdes clinicas/do paciente suficientes para que a
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equipe experiente do laboratério possa identificar resultados de testes inesperados ou incomuns sempre que possivel.
Qualquer resultado de teste inesperado deve ser reanalisado para excluir a possibilidade de erro analitico. Quando o erro
analitico for excluido como explicagdo para um resultado inesperado que ndo parega se adequar ao quadro clinico do
paciente, uma nova amostra deve ser obtida para confirmagéo do resultado.

Resultados de CQlI Fora da Faixa: conforme descrito na Parte 2 deste manual, é conveniente manter um registro dos
resultados de CQl para cada material de CQl na forma de gréfico. Muitos analisadores utilizam a abordagem de Levey-
Jennings, como mostrado na Figura 23. Existem sistemas de CQI disponiveis para auxiliar os laboratérios na resolugao

de problemas, como as regras de Westgard (www.westgard.com) que utilizam 5 regras de controle diferentes. Elas
apresentam poucos alarmes falsos e proporcionam confianga na detecgéo de erros. Por outro lado, os padrdes de testes
de CQlI necessarios para o uso eficaz desses sistemas ndo sdo adequados para o uso regular na maioria dos laboratérios
de coagulagdo. As possiveis consequéncias clinicas de erros laboratoriais no manejo de pacientes com hemofilia e
disturbios relacionados significam que uma abordagem cautelosa para resultados de CQl fora da faixa é mais segura para
os pacientes. Por esse motivo, qualquer CQl fora da faixa deve ser avaliado e, durante a investigac&o, os testes e o relato
dos resultados dos pacientes devem ser suspensos. E (til identificar o caso de um CQI fora dos limites para ajudar a evitar
atrasos futuros no processamento de amostras. Se o reteste do mesmo frasco de material de CQ gerar um resultado
claramente dentro da faixa, pode haver um problema no analisador, que pode ser avaliado realizando 10 replicatas
na mesma amostra de teste. Um problema no analisador é indicado se houver ampla variabilidade entre as replicatas.
Muitas vezes, em testes de coagulagdo de rotina, um teste repetido no mesmo material fica novamente fora da faixa e a
substituicdo do material por um novo frasco ou aliquota gera um resultado dentro da faixa, confirmando que o préprio
material de CQl era a fonte do problema. Nesse caso, os resultados do paciente podem ser liberados com seguranga. Se,
por outro lado, o teste de um novo frasco/aliquota de CQIl também gerar um resultado fora da faixa semelhante, ha um
problema com o sistema de teste que também afetaria os resultados do paciente. Nesse caso, os reagentes usados para
o teste devem ser substituidos em sequéncia por um novo CQl ap6s cada troca de um reagente. Quando um reagente de
substituicdo leva a um resultado de CQl dentro da faixa, aquele reagente ¢é identificado como a fonte do problema. Isso
deve ser indicado nos registros de CQl para que padrdes possam ser identificados e uma nova avaliagdo da estabilidade
e do uso do reagente seja iniciada. Se a substituicdo de todos os reagentes relevantes ainda estiver associada a resultados
fora da faixa, o analisador em questdo deve ser retirado de uso até a anélise pelo fabricante, e o laboratério deve mudar
para um equipamento reserva, idealmente um coagulémetro alternativo que fornega os mesmos resultados ou, no caso
de testes com pontos finais de coagulagdo, uma técnica manual (consulte a Parte 4 deste manual). Quaisquer resultados
de pacientes obtidos desde o resultado de CQI dentro da faixa anterior devem ser revisados com testes repetidos para
estabelecer em que ponto da sequéncia de teste da amostra o problema pode ter comegado. Se os resultados de
pacientes de amostras analisadas apds o CQl dentro da faixa anterior tiverem sido liberados, o laboratério deve refazer
o teste e recolher quaisquer resultados que nao estejam em conformidade, além de revisar seus protocolos de testes de
CAQl, visto que testes de CQl adequados devem evitar a necessidade de recolha de quaisquer resultados de pacientes. A
Figura 23 mostra o gréfico de Levey-Jennings dos resultados de CQl do TTPA. As linhas vermelhas pontilhadas mostram
os limites superior e inferior da faixa aceitavel para esse material. A primeira série de resultados estd dentro da faixa,
exceto um no limite inferior. A segunda segdo mostra um aumento gradual e progressivo nos tempos de coagulagéo.
Essa tendéncia ocorre se um componente do teste se modifica gradualmente ao longo do tempo. E improvavel que isso
ocorra em relagdo ao material de CQl liofilizado comercial armazenado de acordo com as instru¢des do fabricante, mas
pode ocorrer se o material de CQl tiver sido preparado localmente, conforme descrito na Parte 2. Outras causas podem
ser uma alteragdo gradual em um dos reagentes se nao for armazenado adequadamente ou por deterioragdo gradual em
algum aspecto do sistema de detecgdo de ponto final utilizado (por exemplo, deterioragdo da fonte de luz de um sistema
foto-6ptico). Esses tipos de problemas sdo raros com coagulémetros automatizados modernos.
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CQl - Os resultados de TTPA mostram uma tendéncia

TTPA (Seg)

Tendéncia de resultados mais altos com uma
alteragdo gradual no material, reagente ou analisador

Grafico de CQl de TTPA — amostra de CQl instavel

Novo frasco de CQI

TTPA (seg)

Figura 23. Gréfico de Levey-Jennings dos resultados de TTPA em material de CQIl instavel. As linhas vermelhas
pontilhadas mostram os limites superior e inferior da faixa aceitavel para esse material. Cada seta preta sélida indica
quando um novo frasco de CQl foi carregado no analisador. Para cada novo frasco, ha um aumento gradual no TTPA
ao longo do tempo. Este exemplo ocorreu devido a um material de CQI congelado preparado localmente que se
mostrou instavel apds o descongelamento. Em principio, isso também pode ocorrer apds a reconstituigdo de amostras
liofilizadas se ndo forem preparadas adequadamente ou se a 4gua utilizada para a reconstitui¢do estiver contaminada.

Como Investigar Resultados Fora do Consenso em Pesquisas de Avaliacdo Externa de Qualidade: a participagdo
em testes de proficiéncia ou EQA é um requisito essencial para que um laboratério garanta que resultados exatos
sejam produzidos. Orgéos de acreditagdo que avaliam de acordo com as normas ISO, como a ISO 15189 (2022),
exigem isso para quaisquer testes em que a EQA esteja disponivel. Existe um [EQAS focado em hemofilia e disturbios
relacionados, supervisionado pela WFH (consulte a Parte 2 deste manual). Os resultados obtidos em exercicios de EQA
podem ser usados para identificar questdes importantes relacionadas a preciséo e a exatiddo dos testes laboratoriais de
coagulagdo, desde que o material de teste no programa de EQA seja comutavel com amostras de pacientes (ou seja,
se comporte da mesma forma em um método especifico que as amostras de pacientes se comportariam). A resolugdo
eficaz de problemas com resultados de EQA que ndo estejam dentro do consenso de resultados de outros centros é
importante para garantir o manejo seguro do paciente. Ao considerar resultados de EQA discrepantes, hd uma série
de fatores que devem ser levados em conta. Um resultado local fora do alvo derivado de resultados de outros centros
é menos preocupante se a diferenca ndo for grande o suficiente para impactar o manejo do paciente. Uma diferenca
clinicamente significativa é muito mais problematica do que uma diferenga estatistica que provavelmente néo alteraria
o diagnostico ou 0 manejo de um paciente.
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Um Unico resultado que seja acentuadamente diferente da média ou mediana dos resultados de outros centros, a
ponto de afetar o manejo do paciente se a amostra fosse de um paciente do laboratério, deve ser investigado mais
a fundo. Isso pode incluir o seguinte:

i) Verificar se a amostra foi armazenada corretamente no recebimento, reconstituida corretamente e
se o teste foi realizado de acordo com o procedimento escrito para esse método. Se o problema foi
considerado restrito a analise da amostra de EQA, os resultados do paciente ndo seriam afetados.

ii)  Verificar se o CQ interno no momento da realizagdo do teste de EQA era satisfatério. Caso contrério, é
provéavel que tenha havido um problema com o teste que pode ter afetado os resultados do paciente, e
os resultados do paciente devem ser revisados.

iii) Consideragdo dos detalhes especificos da amostra de teste. Se anormais, os resultados obtidos podem
ser consequéncia do defeito especifico na amostra de EQA.

Quando um laboratério apresenta resultados discrepantes em pesquisas consecutivas que ocorrem ao longo de uma
série de pesquisas, é necesséria uma investigagdo que deve levar em conta o padrao na relagdo entre os resultados
locais e a média ou mediana dos resultados de outros centros que utilizam metodologia semelhante. Além das

investigagdes apds um Unico resultado discrepante mencionadas acima, o seguinte deve ser considerado:

i) O impacto clinico dos resultados deve ser avaliado. E possivel que, no caso de um ensaio com precisdo
muito boa, um laboratério possa estar persistentemente fora do consenso, mas ainda assim registrar
resultados relativamente préximos do alvo, sem consequéncias clinicas. Também é possivel que, se for
utilizada uma faixa de referéncia determinada localmente, qualquer viés nos resultados do paciente seja
compensado por uma faixa de referéncia apropriada.

i) Resultados consistentemente altos ou consistentemente baixos em comparagdo com a média ou
mediana de outros centros geralmente estdo relacionados a calibracdo. Normalmente, laboratérios
com esses problemas possuem uma curva de calibragdo estabelecida em algum momento no passado
que ndo é apropriada para os testes atuais, seja devido a uma alteragdo no nimero de lote de um
componente do ensaio ou porque a variabilidade diaria nos resultados dos testes exige nova calibragao
juntamente com a analise das amostras de teste. A recalibragdo geralmente resolve esse problema em
centros que utilizam uma curva de calibragdo histérica. A possibilidade de uma poténcia inadequada
ter sido atribuida ao calibrador, embora rara, deve ser considerada. Ao investigar a possibilidade de
um problema relacionado a calibragdo, pode ser Gtil analisar uma amostra com um valor atribuido
independentemente como amostra de teste para verificar o quanto os resultados das amostras de teste
estdo sendo superestimados ou subestimados. Esse material também pode ser usado para realizar uma
nova calibragdo. O programa IEQAS da WFH tem permissdo para fornecer um frasco do padrdo de
plasma do SSC da ISTH para esse tipo de investigagdo de resolugdo de problemas. Ele possui valores
atribuidos para diversos parametros de coagulagéo. O efeito de uma nova calibragéo pode ser avaliado
analisando um pequeno grupo de amostras de teste antes e depois da nova calibragdo. O padrdo de
plasma do SSC n&o esté disponivel para uso rotineiro na calibragdo de métodos de ensaio locais.

iii) Resultados acima da média ou mediana em algumas pesquisas e abaixo da média ou mediana em outras
sugerem imprecisao do ensaio. Isso pode ocorrer como consequéncia de instrumentos mal conservados,
manuseio inadequado dos reagentes (ou seja, reconstituicdo ou armazenamento), instabilidade dos
reagentes ou problemas relacionados ao treinamento ou a competéncia da equipe.

Sempre que possivel, a andlise de amostras repetidas apds a conclusdo da investigagdo e apds a implementagéo de
quaisquer melhorias necessarias é Util para confirmar o sucesso ou fracasso das intervengdes. A revisdo retrospectiva
dos resultados de pesquisas de EQA anteriores, antes da ocorréncia do problema de resultados discrepantes,
deve ser realizada juntamente com os registros laboratoriais de alteracdes de lote, calibragdes, manutencido de
instrumentos e alteragdes na metodologia, para avaliar se a alteragdo no desempenho corresponde a quaisquer
alteragdes internas relevantes. A andlise de dados de EQA e os relatérios de desempenho sdo, por natureza,

Diagndstico de Hemofilia e Outros Disturbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 156



retrospectivos, visto que a anélise e o relato normalmente ocorrem algum tempo apds a realizagdo dos testes no
laboratério. Portanto, qualquer problema identificado pode ter afetado os resultados dos pacientes no mesmo
periodo. O laboratério deve revisar com os médicos os resultados anteriores dos pacientes em relagdo a quaisquer
testes em que a EQA indique a possivel presenca de inexatiddo clinicamente relevante. A revisdo deve considerar
se o diagnostico ou o manejo de algum paciente pode ter sido afetado negativamente. Novos testes podem ser
necessarios se o padrdo de resultados discrepantes puder ter afetado negativamente os pacientes.
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