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Planejamento Geral da Qualidade no 
Laboratório de Hemostasia
Pierre Toulon

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 1

	9 Controle de Substâncias Potencialmente 
Perigosas para a Saúde

	9 Segurança em Laboratório
	9 Responsáveis pela Segurança
	9 Manual de Segurança

Controle de Substâncias Potencialmente Perigosas à Saúde: a norma EN ISO 15189 especifica os requisitos de 
qualidade e competência específicos para laboratórios de análises de biologia médica. A ISO 15189 destina-se a 
ser utilizada em todas as disciplinas praticadas por laboratórios médicos. Sua aplicação é, portanto, fundamental 
para os laboratórios, pois seus serviços devem atender às necessidades tanto dos pacientes quanto dos médicos 
responsáveis pelos cuidados prestados aos seus pacientes. Esses serviços incluem requisitos de processamento, 
preparação e identificação de pacientes, coleta, transporte, armazenamento, pré-processamento e análise de 
amostras, seguidos pela validação dos resultados, sua interpretação, relato e aconselhamento, garantindo a 
segurança da equipe e o respeito à ética.

Segurança em Laboratório: laboratórios que manipulam produtos químicos e amostras biológicas são locais 
potencialmente perigosos. Nos últimos anos, tem havido uma crescente valorização da importância de práticas 
de trabalho seguro na área, por motivos de saúde e ambientais. Essa conscientização levou a uma maior ênfase 
em questões como documentação de segurança, treinamento de pessoal e avaliação de riscos. Os empregadores 
têm a responsabilidade de fornecer as roupas e equipamentos de proteção necessários e são obrigados a oferecer 
treinamento em práticas de trabalho seguro. A implementação dessas práticas de trabalho seguro deve reduzir 
significativamente a probabilidade de lesões graves para você, seus colegas e membros do público.

Responsáveis pela Segurança: é importante instituir um ou mais responsáveis pela segurança para cada 
departamento. Essas pessoas assumirão as responsabilidades de introduzir e manter os procedimentos de segurança. 
No entanto, a segurança é responsabilidade de toda a equipe do laboratório.

Manual de Segurança: deve haver um manual de segurança abrangente que aborde todos os aspectos das práticas 
de trabalho seguro para todo o departamento. Todos os funcionários devem ler o manual e assinar uma declaração 
indicando que o compreenderam. Cópias devem ser mantidas com os responsáveis pela segurança e também 
disponibilizadas em locais de fácil acesso a todos os funcionários, seja em formato impresso ou, de preferência, 
eletrônico, para garantir que a versão mais recente esteja disponível.

Medidas de Segurança – Precauções Universais: o sistema de precauções universais exige que qualquer perigo de 
infecção proveniente de qualquer origem seja evitado ou minimizado por meio de boas práticas de trabalho. Deve-
se considerar que todas as amostras de sangue, hemoderivados (incluindo kits e reagentes à base de plasma) e 
outros materiais do corpo humano apresentam possível perigo de infecção. As medidas de proteção mais completas 
possíveis devem ser sempre adotadas ao trabalhar com qualquer material. Nenhuma outra classificação de risco 
deve ser feita. Todos os materiais e fluidos corporais diferentes de sangue, coletados ou trazidos à unidade para 
testes ou qualquer outra finalidade, devem ser manuseados com o mesmo cuidado dispensado ao sangue.

	9 Medidas de Segurança – Precauções Universais
	9 Equipamento Geral de Laboratório
	9 Metrologia
	9 Avaliação e Uso de Coagulômetros
	9 Reagentes
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O laboratório: o laboratório deve estar sempre limpo e organizado. A documentação deve ser mantida separada 
das áreas de testes do laboratório. Evite usar o laboratório para armazenar itens a granel. Certifique-se de que todos 
participem da manutenção da ordem no laboratório.

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

Luvas descartáveis: embora muitas pessoas não gostem de usar luvas, recomenda-se o uso de luvas descartáveis 

de látex ou poliacrilamida, visto que todas as amostras manuseadas no laboratório são potencialmente perigosas. 

Luvas devem ser sempre usadas ao manusear materiais tóxicos. Luvas e jalecos obviamente não protegem contra 

acidentes com agulhas, mas evitam, por exemplo, cortes ou abrasões na pele que entra em contato com soro ou 

plasma positivo para HIV. É obrigatório sempre substituir as luvas imediatamente caso estejam rasgadas ou sejam 

perfuradas.

Lavagem dos olhos: lave os olhos imediatamente com bastante água fria corrente caso tenha ocorrido contato com 
algum material possivelmente infeccioso, pois muitas infecções 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. Já houve casos de trabalhadores 
infectados em decorrência de ferimentos com agulhas.

Aerossóis: evite todas as práticas em laboratório aberto que possam causar respingos ou liberação de gotículas ou 
poeira no ar. Operações que gerem aerossóis devem ser sempre realizadas em capela de exaustão adequada, com 
uso de óculos de segurança. Todos os derramamentos devem ser limpos imediatamente, utilizando água sanitária 
ou um agente neutralizante, conforme necessário.

Substâncias tóxicas e inflamáveis: materiais tóxicos ou inflamáveis devem sempre ser contidos em capela de exaustão 
ou caixa segura adequada.

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

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

Acidentes: Todos os acidentes devem ser relatados imediatamente e registrados no livro de acidentes mantido 
pelo Responsável pela Segurança da unidade. Isso é particularmente importante em relação a ferimentos por 
agulhas. Nessas situações, siga os sistemas de registro e relato de hospitais locais, juntamente com quaisquer ações 
localmente recomendadas ou obrigatórias.

Controle de Substâncias Potencialmente Perigosas à Saúde: os laboratórios devem cumprir a regulamentação 
local, que geralmente publica guias úteis na identificação de riscos e perigos, como o Controle de Substâncias 
Perigosas à Saúde (COSHH) em laboratórios do Reino Unido.

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

Identificação de perigos: a identificação de perigos é um pré-requisito essencial da avaliação de riscos. O tempo 
gasto na identificação dos perigos varia de acordo com a substância.
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Avaliação de riscos: considere os seguintes fatos:

•	 Perigos
•	 Condições de uso
•	 Quantidades a serem utilizadas
•	 Prováveis vias ou locais de exposição (inalação, ingestão, pele ou olhos)

O resultado da avaliação de riscos determinará:

•	 Condições de armazenamento
•	 Procedimentos de manuseio
•	 Procedimentos de descarte
•	 Necessidade de monitoramento e vigilância sanitária
•	 Procedimentos de emergência

A avaliação de riscos deve ser revisada anualmente e atualizada, se necessário. Um exemplo de como registrar 
informações para avaliações de riscos, por meio do procedimento COSHH utilizado em laboratórios do Reino 
Unido, é apresentado na Tabela 1. O objetivo desses formulários é identificar os perigos e as medidas de controle 
associados aos equipamentos utilizados em um procedimento específico. Somente pessoal documentado como 
competente deve realizar qualquer procedimento, e deve realizá-lo somente após revisar a documentação de saúde 
e segurança relacionada ao teste específico.

Nº ref. COSHH ensaios 1
Ensaios de coagulação de um estágio de lab. ref. para FII, 
FV, FVIII, FVIII, FIX, FX, FXI e FXII

Título do procedimento/experimento:

Substância
Quantidade 
aproximada Perigo identificado

Tampão glioxalina (imidazol), contém 
(vide**)

<5 mL Nocivo se ingerido.

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

**Cloreto de sódio 5,85 g/L Irritante para os olhos e pulmões. Evite contato com a pele.

Plasma deficiente em fator 1 mL Risco de infecção.

Tromboplastina 2 mL Risco baixo.

Reagente de TTPA 2 mL Risco baixo.

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

Tampão de Owren <500 mL Contém barbitona. Nocivo se ingerido. Pode causar 
sensibilização por contato com a pele ou inalação.

Solução de lavagem 1 do analisador de 
coagulação

<50 mL Provoca queimaduras: nocivo aos olhos, pele, etc. 
Não misture com outros desinfetantes.

Corrosivo. O contato com materiais combustíveis 
pode causar incêndio. O contato com ácido libera 
gases tóxicos. Reage violentamente com sais de 
amônio; solvente orgânico - risco de explosão.

Solução de lavagem 2 do analisador de 
coagulação

<50 mL Contém 0,16% de ácido clorídrico e detergente. 
Irritante: pode causar danos aos olhos e à pele.

Plasma padrão/de controle/paciente <1000 µL Risco de infecção.

Tabela 1. Controle de substâncias potencialmente perigosas à saúde (COSHH) para ensaios de fator 
de coagulação (F) baseado no TTPA e tempo de protrombina
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Equipamento Geral de Laboratório: qualquer laboratório envolvido no diagnóstico e no monitoramento do 
tratamento de distúrbios hemorrágicos que utilize algumas ou todas as técnicas descritas neste manual exigirá um 
mínimo de equipamento básico.

Equipamento geral: os requisitos de equipamentos básicos são:

1)	 Refrigerador a 4°C para armazenamento de reagentes. Os reagentes devem normalmente ser mantidos 
entre 2 e 8°C, salvo indicação em contrário 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 útil para armazenamento mais prolongado, pois os fatores de coagulação permanecem 
estáveis nessa temperatura por pelo menos 6 meses. Freezers com ciclo de descongelamento 
automático são 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 não ser 
adequados, dependendo da unidade.

4)	 Medidor de pH.
5)	 Uma fonte de luz.
6)	 Cronômetro(s).
7)	 Pipetas automáticas calibradas, capazes de fornecer volumes exatos e precisos de amostra e reagente 

na faixa de 0 μL–200 μL e até 1000 μL. É importante verificar a exatidão dessas pipetas regularmente.
8)	 Pipeta calibrada para dispensação de volumes de líquido até 5 mL.
9)	 Centrífuga capaz de gerar pelo menos 1700 g, preferivelmente de 2200 a 2500 g. Para a maioria 

das análises de coagulação, centrifugação em temperatura ambiente (20–25°C) é aceitável, embora 
centrifugação a 4°C seja recomendada em algumas técnicas.

10)	 Balança analítica calibrada capaz de medir com exatidão gramas com até três casas decimais.

Alguns procedimentos requerem equipamentos adicionais, incluindo:

11)	 Analisador de coagulação (coagulômetro).
12)	 Leitor de microplacas para ensaios imunoenzimáticos (ELISAs).
13)	 Agregômetro de plaquetas. Equipamento especificado em fichas de métodos específicos.

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

Deve haver um suprimento adequado de consumíveis. A reutilização de tubos de ensaio e ponteiras de pipeta após 
lavagem deve ser evitada, pois resíduos podem afetar de maneira adversa os resultados, causando desperdício de 
reagentes e tempo. O mesmo se aplica aos tubos de coleta, que são projetados para uso único e não devem ser 
reutilizados mesmo após lavagem extensa.

Metrologia: para auxiliar na gestão da qualidade, as calibrações de balança 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 recalibração seja realizada. Todas as pipetas devem ter um identificador exclusivo.

Método de verificação da calibração de pipetas: as pipetas podem ser para um único volume, para dois ou três 
volumes, ou ter uma faixa contínua de volumes.

•	 Pipetas com uma ou duas configurações fixas são verificadas em cada configuração.
•	 Pipetas com três configurações fixas são verificadas nas configurações mínima e máxima.
•	 Pipetas com configurações de faixa contínua de volume: verifique a configuração máxima, bem como um 

volume em torno de 25% da configuração máxima. Ou seja:
•	 Pipeta de 10 mL – 10 mL e 2,5 mL
•	 Pipeta de 5 mL – 5 mL e 1,25 mL
•	 Pipeta de 1 mL – 1 mL (1000 μL) e 0,25 mL (250 μL)
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•	 Pipeta de 0,2 mL – 0,2 mL (200 μL) e 0,05 mL (50 μL)
•	 Pipeta de 0,1 mL – 0,1 mL (100 μL) e 0,025 mL (25 μL)
•	 Pipeta de 50 μL – 50 μL e 15 μL

Verifique a calibração pesando cinco volumes replicados de água destilada (em temperatura ambiente) em uma 
balança. Cada peso é registrado em gramas (com três casas decimais). Para fins práticos, 1,000 mL de água destilada 
pesa 1,000 g.

Os resultados e quaisquer medidas adotadas devem ser registrados. As pipetas devem, preferivelmente, ter exatidão 
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 não utilizada 
até ser recalibrada de acordo com as instruções do fabricante.

Observação: se uma pipeta apresentar imprecisão além dos seguintes limites (peso médio), ela deverá ser retirada 
de uso imediatamente.

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

Método de verificação de balanças: para garantir sua exatidão, pesos calibrados são pesados em intervalos de seis 
meses e os valores são registrados.

1)	 Zere a balança.
2)	 Pese três pesos calibrados, um de cada vez. Registre os pesos com três 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 verificação 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.

Avaliação e Uso de Coagulômetros: a automação em laboratórios de coagulação é hoje amplamente utilizada 
na maior parte do mundo. Ela contribuiu para melhorias na padronização e na facilitação de testes que exigem 
treinamento específico e condições especiais de trabalho, permitindo que os laboratórios aprimorem sua eficiência 
e repertório. A automação em hemostasia é relativamente recente. Métodos manuais baseados na detecção visual 
do coágulo de fibrina e no uso de incubadoras a 37°C eram, no passado, as únicas técnicas para estudos de 
coagulação. Então, na década de 1970, surgiram novos equipamentos semiautomáticos baseados em princípios 
fotométricos ou mecânicos para detectar coágulos de fibrina. Mais recentemente, instrumentos totalmente 
automatizados se tornaram comuns em laboratórios modernos. Novos equipamentos conectados a sistemas de 
informação laboratorial, geralmente incluindo sistemas específicos de processamento de dados, podem realizar 
testes de coagulação, cromogênicos e imunológicos.

Pipeta de 10 mL
10 mL: 9,000 – 11,000 g
2,5 mL: 2,250 – 2,750 g

Pipeta de 5 mL
5 mL: 4,500 – 5,500 g
1,25 mL: 1,125 – 1,375 g

Pipeta de 1 mL
1 mL: 0,900 – 1,100 g
0,25 mL: 0,225 – 0,275 g

Pipeta de 0,2 mL
0,2 mL: 0,180 – 0,220 g
0,05 mL: 0,045 – 0,055 g

Pipeta de 0,1 mL
0,1 mL: 0,090 – 0,110 g
0,25 mL: 0,225 – 0,0275 g

Pipeta de 50 μL
50 μL: 0,045 – 0,055 g
15 μL: 0,013 – 0,165 g
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Duas metodologias principais baseadas em sistemas de detecção mecânicos e ópticos estão disponíveis atualmente. 
Os sistemas mecânicos permitem apenas a realização de ensaios de coagulação, enquanto os sistemas ópticos 
permitem a realização de ensaios cronométricos, cromogênicos e imunológicos baseados em princípios foto-
ópticos, nefelométricos, cromogênicos e imunológicos. Além disso, analisadores baseados em fluorescência e 
quimioluminescência estão sendo disponibilizados no mercado, permitindo a realização de ensaios específicos com 
uma ampla gama de medições.

Princípio mecânico: os métodos eletromagnéticos baseiam-se na detecção de um aumento na viscosidade do plasma 
durante a formação de fibrina. Duas variações desse princípio são aplicadas atualmente aos equipamentos de laboratório.

A primeira utiliza um campo eletromagnético aplicado a cubetas de teste que detecta movimento dentro de uma 
esfera de aço inoxidável colocada na amostra de plasma. A esfera de aço segue um movimento pendular, oscilando 
de um lado para o outro em uma solução reagente de plasma com movimento constante. À medida que a fibrina 
começa a se formar, a viscosidade aumenta e o movimento da esfera é retardado. Quando o movimento de oscilação 
da esfera atinge um nível predeterminado, o cronômetro para, indicando o tempo de coagulação do plasma.

Um segundo método de detecção mecânico também utiliza uma esfera de aço inoxidável, dessa vez localizada em 
uma única ranhura. Um sensor magnético detecta a posição da esfera e, à medida que gira, ela mantém sua inclinação 
enquanto a amostra líquida permanece fluida. Quando a fibrina é formada, o coágulo captura a esfera, movendo-a 
de sua posição original. À medida que ela se move para fora do alcance do sensor, o circuito é interrompido e o 
cronômetro para.

Princípios ópticos ou espectrofotométricos: 

Princípio foto-óptico: os sistemas ópticos baseiam-se na noção de que a formação de coágulo induz alterações na 
densidade óptica do plasma. À medida que o coágulo se forma, ocorrem alterações nas características ópticas em 
relação à leitura inicial do plasma/dos reagentes. Essas alterações são monitoradas e utilizadas para determinar o 
tempo necessário para que um determinado grau de alteração ocorra.

Princípio nefelométrico: o princípio nefelométrico é utilizado por alguns sistemas. Em ensaios de coagulação, 
uma fonte de luz laser monocromática é transmitida, por exemplo, por fibra óptica. É possível fazer as leituras de 
dispersão de luz por um sensor que pode ser instalado a 90 ou 180 graus da trajetória da luz, dependendo do 
sistema, que então mede a luz espalhada em um ângulo ou registra a alteração na transmissão de luz. Quando a luz 
atinge complexos insolúveis, como fibras de fibrina, ela se dispersa em ângulos de espalhamento frontal (180 graus) 
e ângulos de espalhamento lateral (90 graus). O cronômetro para quando a quantidade de luz espalhada ou de luz 
transmitida atinge um nível predeterminado específico. A diferença entre a luz espalhada ou transmitida antes e 
depois da formação do coágulo é normalmente proporcional à quantidade de fibrina formada.

Princípio cromogênico: baseia-se no uso de uma substância geradora de cor específica, conhecida como 
cromóforo, sendo a para-nitroanilina (pNA) a mais comum. Sua absorbância máxima é de 405 nm. O princípio 
do teste cromogênico reside na aderência de pNA a substratos sintéticos. A pNA é ligada a uma série de 
aminoácidos que imitam a sequência-alvo do fator de coagulação ativado que queremos determinar. A proteína 
de coagulação cliva o substrato cromogênico em um sítio específico entre uma sequência de aminoácidos 
definida e libera a pNA. A intensidade da cor amarela é proporcional à quantidade de pNA liberada. Isso é 
medido por fotodetecção no comprimento de onda de 405 nm. À medida que mais pNA é clivada e liberada, a 
capacidade de absorbância da amostra aumenta, o que ocasiona uma maior alteração na densidade óptica da 
solução. Os primeiros equipamentos de coagulação forneciam apenas um único parâmetro de definição, como 
um parâmetro mecânico ou foto-óptico. As ferramentas foto-ópticas foram inicialmente projetadas para leitura em 
um único comprimento de onda (por exemplo, 500 nm ou 600 nm), que só podia ser usado para a detecção da 
formação de coágulo. Mais recentemente, alguns coagulômetros podem ler em dois ou mais comprimentos de 
onda, frequentemente incluindo 405 nm, aumentando assim a capacidade para reações mais recentes (métodos 
de substrato cromogênico). Na década de 1990, vários fabricantes incluíram com sucesso diversos métodos 
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de detecção, que agora oferecem a um único laboratório a possibilidade de usar o mesmo equipamento para 
diferentes metodologias.

Princípio imunológico: micropartículas de látex revestidas com um anticorpo específico são geralmente utilizadas 
contra o analito (antígeno) a ser medido. Um feixe de luz monocromática atravessa a suspensão de micropartículas 
de látex. Quando o comprimento de onda é maior que o diâmetro das partículas em suspensão, as partículas 
absorvem uma pequena quantidade de luz. No entanto, quando as micropartículas de látex revestidas com o 
antígeno específico entram em contato com o antígeno presente na solução, elas aderem ao anticorpo, formando 
ligações entre as partículas, o que produz aglutinação. Quando o diâmetro das partículas se aproxima do 
comprimento de onda do feixe de luz monocromática, uma maior quantidade de luz é absorvida. Esse aumento 
na absorbância da luz é proporcional à aglutinação, que, por sua vez, é proporcional à quantidade de antígeno 
presente na amostra. Esse tipo de tecnologia está disponível em analisadores de coagulação mais sofisticados, 
introduzidos no mercado na década de 1990. Ensaios imunológicos padrão, geralmente demorados, podem ser 
realizados em minutos com o uso de qualquer uma dessas ferramentas automatizadas.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos métodos de detecção na definição de parâmetros

Vantagens da automação no laboratório de coagulação:

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 coagulação eram inexatos, com coeficientes 

de variação acima de 20%; os equipamentos semiautomáticos proporcionavam maior exatidão nos testes de 
coagulação. Entretanto, com o envio manual de amostras e reagentes, os testes tinham que ser realizados em 
duplicata. Com equipamentos totalmente automatizados, a exatidão melhorou, atingindo coeficientes de variação 

Método Vantagens Desvantagens

Mecânico Nenhuma interferência causada por características 
físicas, como lipemia ou icterícia

Pode utilizar pequenos volumes de amostra

Impossível observar gráficos de formação de coágulos

Pode apresentar problemas de detecção de ponto 
final em algumas amostras com baixo nível de 
fibrinogênio

Foto-óptico Possibilidade de gráficos sobre formação de 
coágulos

Verificações ópticas de hemólise/lipemia/icterícia 
em alguns sistemas ópticos

Pode utilizar pequenos volumes de amostra

Interferência causada por lipemia, hemólise, 
hiperbilirrubinemia ou aumento de proteínas em 
alguns sistemas

Alguns sistemas podem apresentar dificuldades 
na detecção de coágulos ao utilizar reagentes 
completamente transparentes

Períodos de coagulação muito curtos podem 
passar despercebidos devido ao atraso antes do 
início do monitoramento

Nefelométrico Pode medir reações antígeno-anticorpo em proteínas 
presentes em quantidades muito pequenas

Limita o número de testes disponíveis

Custo dos reagentes

Cromogênico Ensaios totalmente específicos podem ser mais fáceis

Parâmetros adicionais não adequados para 
medição por detecção de coágulos podem ser 
possíveis

Aumenta o repertório de testes possíveis

Possíveis melhorias na precisão em comparação 
com análises baseadas em coágulos

Limitado pelo comprimento de onda do 
instrumento

Requer grandes volumes de teste para uma relação 
custo-benefício positiva

Custo dos instrumentos e reagentes

Imunológico Pode automatizar métodos manuais e demorados

Aumenta o número de testes possíveis

Número limitado de testes disponíveis

Custo dos instrumentos

Custo dos reagentes
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abaixo de 5% e até mesmo 1% para alguns testes. Isso fez com que os autores introduzissem a noção de testes 
únicos e a possibilidade de reduzir os custos de reagentes e cubetas pela metade.

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

4)	 Facilita os sistemas de armazenamento e recuperação de dados por meio de programas de computador.
5)	 Permite a reprodução automática dos resultados em caso de erros na primeira execução.
6)	 Oferece a possibilidade de realizar diferentes testes usando uma única amostra.
7)	 Permite a coleta de amostras de um tubo fechado (denominada “cap-piercing”), o que melhora a 

segurança e a eficiência nos testes de coagulação. Isso reduz, em grande parte, a possibilidade de 
exposição 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 eritrócitos antes dos testes, sem centrifugação prévia.

8)	 Oferece a capacidade de diluir amostras, calibradores e controles. O equipamento pode ser programado 
para diluições adicionais caso os resultados iniciais escapem da linearidade do método. Também pode 
realizar outros testes automaticamente, sem a intervenção do operador, se houver indicação clínica ou 
em função dos resultados da execução inicial.

9)	 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-analíticos (tubos subpreenchidos, hemólise, icterícia, lipemia e presença de coágulos).

Os diferentes tipos metodológicos disponíveis possuem vantagens e desvantagens que devem ser conhecidas e 
compreendidas para garantir a precisão e a validade dos resultados dos testes. É importante considerar que os 
laboratórios são responsáveis pela confiabilidade dos resultados. A principal preocupação de um laboratório é 
selecionar o equipamento de coagulação que gerará resultados adequados, apesar das restrições orçamentárias. 
Esses instrumentos exigem manutenção 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 confiança analítica são, portanto, obrigatórios.

Muitos laboratórios podem ter a sorte de poder avaliar os equipamentos antes da compra. Caso isso não seja 
possível, é muito importante obter informações e aconselhamento adequados de um laboratório de referência, além 
da revisão da literatura.

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

•	 custos de equipamento e manutenção
•	 período de inatividade e confiabilidade
•	 tempo de resposta ao reparo
•	 facilidade de uso
•	 disponibilidade de manutenção adequada dentro de prazo apropriado
•	 processo de validação e produtividade
•	 custo de elementos descartáveis
•	 flexibilidade no uso de reagentes de outros fabricantes
•	 possibilidade de adicionar novos protocolos de teste
•	 capacidade e custo de conexão com o sistema de informações do laboratório
•	 cursos de treinamento e suporte de treinamento contínuo

A sensibilidade de diferentes tipos de equipamentos a diversos parâmetros varia dependendo de como as máquinas 
são calibradas e de como os pontos finais são detectados. Os laboratórios têm necessidades diferentes, e é 
aconselhável classificar as prioridades. Por exemplo, consulte a Tabela 3.
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A tecnologia está em ascensão e as crescentes demandas diárias geram a necessidade de instrumentos dessa natureza 
no laboratório. Eles representarão um grande avanço na área laboratorial em razão da possibilidade de realizar testes 
de forma confiável, exata e precisa, e fornecer resultados mais rapidamente (menor tempo de resposta) e com 
melhor controle. As vantagens da automação são inúmeras. A tecnologia avança continuamente para acompanhar os 
novos desenvolvimentos na área e reduzir os tempos de resposta, permitindo que os testes sejam confiáveis, exatos 
e precisos e mantendo a qualidade.

Reagentes: além de reagentes específicos para ensaios específicos, que serão detalhados nos capítulos 
correspondentes, alguns reagentes são amplamente utilizados no laboratório de hemostasia (por exemplo, solução 
de cloreto de cálcio e diversos tampões). Eles podem ser adquiridos de fabricantes de reagentes ou preparados 
localmente a partir de reagentes a granel ou soluções concentradas.

Características Descrição

Acesso randômico Com a amostra de pacientes, vários testes diferentes são possíveis em qualquer ordem 
e ao mesmo tempo.

Tubo primário de amostra A amostra de plasma é coletada diretamente por aspiração 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.

Código de barras Permite a identificação de reagentes, amostras de pacientes ou ambos por meio de 
um código de barras. Isso reduz a entrada manual de dados.

Interfase bidirecional O analisador consulta um computador centralizado para determinar o número de 
testes solicitados. O operador não precisa programar manualmente as informações no 
equipamento.

Indicador de amostra Avisa o operador sobre problemas com a integridade da amostra.

Sensor de nível de líquido Avisa o operador sobre volume insuficiente de amostra ou reagente para teste 
adequado, ou se o equipamento não 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 aplicação completa das regras de Westgard para indicar 
resultados fora dos limites.

Capacidades de STAT Permite que o operador cancele a sequência de verificação do teste para colocar uma 
nova amostra de STAT na ilha de verificação.

Capacidade de refrigeração de 
amostras integradas

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

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 
parâmetros específicos 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 formação de coágulos.

Monitoramento do volume de reagente Avisa o operador sobre reagente insuficiente para testes programados.

Processamento Número de testes que podem ser processados dentro de um determinado período 
(geralmente classificado como número de testes por hora).

Curva de formação de coágulos Permite que o operador visualize a formação de coágulos dentro da cubeta. Ajuda a 
detectar certas condições anormais ou estados mórbidos, ou a localização e solução 
de falhas em resultados de testes divergentes.

Verificações pré-analíticas Detecção de tubos subpreenchidos, hemólise, icterícia, lipemia, coágulo.

Tabela 3. Características de equipamentos especializados (adaptado de Rodak, 1995)
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Solução de cloreto de cálcio 25 mM: por exemplo, se for adquirida uma solução molar, para obter uma solução 25 
mM, dilua 25 mL de solução 1 M para 1 litro em balão volumétrico com água destilada.

Tampões:

•	 Tampão barbitúrico de Owren pH 7,35

Pese 5,875 g de dietilbarbitúrico de sódio (barbitona sódica) e 7,335 g de cloreto de sódio.

Coloque em um balão volumétrico e dissolva em aproximadamente 780 mL de água destilada.

Adicione 215 mL de ácido clorídrico 0,1 M.

Ajuste o volume até 1 litro com água destilada.

Verifique o pH e ajuste para pH 7,35, se necessário.

•	 Solução salina tamponada de Owren

200 mL de tampão barbitúrico de Owren (vide acima).

Adicione 800 mL de solução salina normal (cloreto de sódio a 0,9%).

•	 Tampão imidazol (glioxalina)

Pese 2,72 g de imidazol (glioxalina) e 4,68 g de cloreto de sódio.

Coloque em um balão volumétrico e dissolva em aproximadamente 650 mL de água destilada.

Adicione 148,8 mL de HCl 0,1 M e ajuste o pH para 7,3.

Ajuste o volume até 1 litro com água destilada, se necessário.

Reagentes para testes de triagem de coagulação: nas fases iniciais de investigação e diagnóstico de distúrbios 
hemorrágicos, a seleção e a aplicação de reagentes adequados para testes de triagem, particularmente para os testes de 
tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), são de grande importância. Muitos reagentes 
diferentes estão disponíveis em todo o mundo. Quando houver uma grande variedade de opções, a seleção deve levar em 
consideração a variação da sensibilidade. Na triagem de um distúrbio hemorrágico por TP e TTPA, as seguintes fontes de 
informação em relação ao provável desempenho de um determinado reagente podem ser consideradas:

•	 Dados comparativos em relação a outros reagentes provenientes de programas de avaliação externa de 
qualidade (EQA), como o programa de EQA internacional

•	 Dados publicados
•	 Testes locais de plasma de pacientes com defeitos conhecidos
•	 Fichas técnicas dos fabricantes

A produção local de reagentes de TP e TTPA pode ser financeiramente atrativa, mas pode causar dificuldades de padronização 
e, portanto, deve ser evitada. Deve-se observar também que alguns fabricantes oferecem reagentes diferentes. Além disso, 
a composição de reagentes com o mesmo nome pode ser alterada periodicamente. Isso significa que não é possível 
fornecer recomendações para o uso de uma determinada fonte de material.
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Validação, Intervalos de Referência e 
Desempenho de Testes de Hemostasia
Silmara Montalvão

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 2

	9 Método de Preparação de PNP
	9 Como Validar Equipamentos e Testes de 

Coagulação
	9 Processos de Amostras para Validação de 

Equipamentos/Reagentes
	9 Validação ou Verificação
	9 Precisão e Exatidão

O pool de plasma normal (PNP) é um componente essencial para o laboratório de hemostasia, pois é utilizado em 
diferentes protocolos de teste, desde a avaliação de TTPA prolongado até a avaliação de inibidores específicos e 
inespecíficos. Também pode ser usado como material de referência para calibração e controle normal, desde que sejam 
observadas condições ideais para esse fim. O protocolo de como o PNP deve ser preparado é apresentado a seguir.

Método de Preparação do PNP:

	9 Colete 54 mL de sangue e misture com 6 mL de anticoagulante em recipientes de plástico.
	9 Armazene a amostra em gelo derretido durante a preparação do pool.
	9 Centrifugue a 4°C por 15 minutos a 2500 g.
	9 Colete o plasma em um recipiente de plástico sem contato.
	9 Divida em alíquotas de 0,5 mL em frascos plásticos de 1,5 mL.
	9 Congele rapidamente em gelo seco/CO2 sólido, se disponível. Alternativamente, coloque imediatamente em 
prateleira aberta a -70°C.

	9 Conclua o procedimento acima em até quatro horas.
	9 Estável a -70°C por > seis meses.

O PNP preparado dessa forma terá níveis de fator II (FII), fator V (FV), fator VII (FVII), fator IX (FIX), fator X (FX), 
fator XI (FXI), fator XII (FXII), cininogênio de alto peso molecular (HMWK) e pré-calicreína (PKK) em torno de 1 U/
mL ou 100 U/dL, embora os níveis de FVIII e fator de von Willebrand (FVW) variem amplamente em diferentes 
pools de PNP. O PNP local deve ser calibrado em Unidades Internacionais (UI), visto que padrões internacionais 
estão disponíveis para todos os fatores de coagulação acima mencionados, com exceção do FXII. O pool pode ser 
usado sem calibração, com potência presumida de 100 U/dL ou 1 U/mL para FXII. Para calibrar em UI, é necessário 

	9 Estabelecimento de Intervalo de Referência
	9 Validação versus Verificação do Intervalo de 

Referência
	9 Análise Estatística do Intervalo de Referência
	9 Controle de Qualidade Interno e Avaliação 

Externa de Qualidade

Doadores Mínimo de 20 indivíduos normais e sadios, que não estejam tomando medicamentos que interfiram nos 
fatores de coagulação e na reação de coagulação. É aceitável incluir mulheres que estejam tomando 
anticoncepcionais orais. Um número aproximadamente igual de homens e mulheres é desejável. A faixa 
etária deve ser de 20 a 50 anos.

Anticoagulante Citrato trissódico di-hidratado 0,109 M (3,2%) tamponado com ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-
etanossulfônico (HEPES) a 5 g por 100 mL de citrato trissódico.

Coleta Sangue dos doadores é coletado entre 9:00 e 11:00 usando seringas descartáveis de plástico de 60 mL e 
agulhas borboleta de calibre 21.

Tabela 4. Requisitos para preparação do PNP
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obter preparações de referência calibradas da Organização Mundial da Saúde (OMS) (mantidas no National Institute 
for Biological Standards and Control [Instituto Nacional de Padrões e Controle Biológicos], South Mimms, Potters 
Bar, Herts, Reino Unido) ou adquirir plasma de referência comercial adequado que tenha sido calibrado em UI 
pelo fabricante. Deve-se considerar a substituição desse pool de plasma a cada 12 a 18 meses, a menos que haja 
evidências provenientes de resultados do controle de qualidade interno (CQI) de que a estabilidade foi mantida.

Método de calibração do PNP local:

	9 Obtenha um padrão calibrado, como o padrão internacional (IS) da OMS (mínimo de dois frascos).
	9 Em dois dias diferentes, utilize um frasco de IS e quatro alíquotas de PNP local.
	9 No primeiro dia, teste IS, local, local, local, local, IS e repita usando novas diluições de cada plasma.
	9 No segundo dia, teste local, local, IS, IS, local, local, local e repita usando novas diluições de cada 
plasma.

Calcule a potência de cada alíquota do padrão local em relação à média dos resultados com os dois IS.

	9 O resultado médio de 4 alíquotas x 2 diluições x 2 dias (n = 16) é atribuído ao padrão local como sua 
potência.

Como Validar Equipamentos e Testes de Coagulação: antes de utilizar um novo método, é essencial que ele seja 
avaliado quanto à sua adequação para a finalidade pretendida. Este capítulo apresenta uma recomendação geral 
sobre como planejar e executar os processos necessários para seleção e avaliação de analisadores/sistemas de 
teste de hemostasia. Essas recomendações não pretendem substituir regulamentações ou normas, mas sim fornecer 
orientação sobre as etapas necessárias para atender às boas práticas de laboratório.

A extensão da avaliação de um sistema de teste dependerá de vários fatores, incluindo: (a) o uso pretendido 
do sistema de teste; b) se o sistema de teste foi considerado aprovado para uso clínico por órgãos ou estatutos 
regionais; c) os recursos disponíveis do laboratório. Ao escolher um sistema de teste, deve-se realizar uma pesquisa 
para determinar quais analisadores de hemostasia estão disponíveis. Uma lista de requisitos deve ser elaborada para 
identificar o melhor sistema para o seu laboratório, detalhando as características físicas do laboratório, bem como 
o desempenho exigido do equipamento. O planejamento da validação é uma etapa importante e está relacionado 
aos resultados obtidos, visto que o bom planejamento pode gerar uma validação tecnicamente adequada. Para 
tanto, é importante estimar um prazo realista para a avaliação, com base nos recursos disponíveis e no escopo da 
avaliação. É necessário definir os detalhes do processo de avaliação (em etapas), que deve ser revisado e aprovado 
pelo responsável do setor. O plano de validação deve detalhar o parâmetro de avaliação (por exemplo, imprecisão), 
os testes a serem realizados e o resultado desejado (por exemplo, limites estatísticos). Como alguns sistemas de 
teste podem exigir amostras incomuns ou que abranjam uma ampla faixa de valores, pode ser aconselhável iniciar a 
coleta e o congelamento das amostras com semanas ou até meses de antecedência. As quantidades de consumíveis 
(incluindo reagentes) necessários para a avaliação do sistema de teste devem ser estimadas, com espaço para planos 
de contingência caso seja necessário trabalho adicional. O laboratório deve documentar cada etapa do processo 
de avaliação, incluindo manutenção preventiva dos instrumentos, avaliações de temperatura e dados gerados nas 
etapas de validação ou verificação. O gerente do laboratório deve analisar os dados e registrar o resultado da 
análise. É aconselhável ter uma pasta de registro digital dedicada e rotulada para a validação e avaliação do sistema. 
Independentemente disso, qualquer forma de avaliação do sistema de teste deve estar prontamente disponível para 
uma eventual necessidade de verificar a adequação do laboratório.

Processos de Amostras para Validação de Equipamentos/Reagentes: o processamento de amostras utilizado no 
processo de validação 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 rápido 
for o processamento, melhor será a garantia de qualidade. Amostras de plasma para outros testes devem ser testadas 
em até 4 horas após a coleta. Se as amostras não puderem ser testadas dentro dos limites de estabilidade aceitáveis, 
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 análise, as amostras congeladas devem ser descongeladas a 37°C (3 a 5 minutos para 
alíquotas de até 1 mL) e misturadas imediatamente antes do teste (Kitchen et al, 2021).

Validação ou Verificação: em geral, a validação é um processo que deve ser realizado em sistemas de teste totalmente 
novos ou em um teste desenvolvido no laboratório. A verificação, por outro lado, é um processo que pode ser aplicado a 
sistemas de teste já validados que foram recentemente introduzidos no mercado de diagnóstico. A verificação também 
pode ser aplicada à avaliação após o equipamento ter sido realocado. Se um sistema de teste tiver sido aprovado pela 
autoridade regulatória regional, apenas o processo de verificação do sistema de teste pode ser realizado localmente. 
Nesse caso, a verificação pode ser definida como o fornecimento de evidências objetivas de que um determinado 
sistema de teste atende localmente às especificações definidas pelo fabricante. O desvio das instruções de uso do 
fabricante para um sistema de teste exigirá acompanhamento para validação do sistema (Castellone, 2017).

Precisão e Exatidão: após a instalação do equipamento, é importante avaliar o grau de imprecisão intra-execução 
dos testes a serem avaliados. Essa prática é útil para identificar valores discrepantes e variabilidade no sistema de 
medição. O número de testes necessários para avaliação dependerá se os sistemas de teste requerem validação ou 
verificação (Gardiner et al., 2021a). Para estudos de exatidão, as amostras testadas dependerão do tipo de amostras 
de pacientes que deverão ser testadas no laboratório. A exatidão é uma avaliação importante, definida como a 
concordância entre uma medição e o valor real. A exatidão geralmente é avaliada comparando novos instrumentos 
ou sistemas de reagentes com um método existente ou predeterminado (Eusebi, 2013). A comparação entre sistemas 
deve ser realizada por meio de análise estatística. A comparabilidade entre sistemas pode ser analisada por meio 
de regressão linear (normal, ponderada, Deming ou Passing-Bablok, conforme o caso), gráficos de tendência de 
Bland-Altman e testes t pareados (ou testes U de Mann-Whitney, se os dados não forem normalmente distribuídos) 
(Jensen and Kjelgaard-Hansen, 2006). Os critérios de aceitabilidade serão específicos para o teste. Para o teste de 
TTPA, por exemplo, dois sistemas de teste diferentes que utilizam reagentes diferentes podem gerar resultados 
com diferenças clinicamente significativas (Montalvão et al, 2020). Avaliações de sensibilidade, especificidade e 
valor preditivo negativo e positivo do teste também são informações relevantes e fundamentais para alguns testes. 
Ensaios calibrados que não possuem um padrão internacional (por exemplo, FVIII) e metodologia padronizada 
devem produzir uma linha de regressão com inclinação próxima a 0,90-1,10, com forte correlação (r >0,95) e sem 
viés clinicamente significativo (Gardiner et al, 2021b). O número exato de amostras para a avaliação estatística 
do processo de verificação/validação dependerá dos critérios de aceitabilidade de cada teste. A participação em 
um programa de EQA pode ser útil para estabelecer a exatidão do sistema antes de implementá-lo na rotina de 
pacientes (Montalvão et al, 2022).

Estabelecimento de Intervalo de Referência: estabelecer um intervalo de referência normal é uma das tarefas mais 
importantes realizadas no laboratório, pois a maioria das decisões médicas são tomadas com base em resultados 
laboratoriais. Os testes de coagulação apresentam um conjunto único de desafios. Os reagentes usados em testes 
de rotina podem ter diferentes sensibilidades à coagulação com base na concentração e no tipo de fosfolipídio e 
ativadores. Um exemplo clássico disso são os reagentes usados no teste de TTPA, que usam partículas (por exemplo, 
caulim, celite, sílica) ou produtos químicos (por exemplo, ácido elágico) que afetam diretamente a sensibilidade e a 
especificidade do teste. Nesse contexto, as diferentes partículas, bem como a classe de fosfolipídios e a composição 
de ácidos graxos, não são padronizadas. Portanto, reagentes de diferentes fornecedores podem ter composições 
diferentes. Todas essas propriedades dos reagentes precisam ser consideradas ao estabelecer um intervalo de 
referência normal. Portanto, é essencial que o laboratório realize a determinação local da faixa de referência normal 
para que o conjunto de reagentes, equipamentos e procedimentos possa ser levado em consideração ao avaliar o 
paciente. Saúde não é uma condição bem definida e, muitas vezes, é um termo relativo. O grupo ideal em alguns 
casos pode corresponder estreitamente à população sob investigação em termos de idade e sexo. No entanto, essa 
seleção cuidadosa não é essencial para muitos testes de coagulação. Na prática, a seleção de indivíduos normais 
e sadios para o estabelecimento de uma faixa normal será influenciada por considerações práticas. Funcionários 
sadios de hospitais que não recebem nenhum medicamento e doadores de sangue sadios podem ser utilizados com 
sucesso. Há considerações importantes em relação às faixas normais, que são apresentadas a seguir. A condição dos 
indivíduos normais no momento da coleta de sangue pode influenciar os resultados obtidos. Isso inclui uma revisão 
das evidências sobre os efeitos do estresse físico (por exemplo, persistência de até 10 horas de um aumento de 2,5 
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vezes no FVIII/FVW), estresse mental (por exemplo, aumento no FVIII e no FVW após estresse mental agudo), efeitos 
hormonais, variações circadianas e os efeitos da postura e da dieta. Foram feitas algumas recomendações gerais que 
não se restringiram à investigação de pacientes do sexo feminino. Estas foram as seguintes:

	9 Não realizar exercícios físicos intensos nas 24 horas anteriores à punção venosa.
	9 Utilizar um ambiente onde o estresse físico e mental seja reduzido.
	9 Não ingerir alimentos gordurosos nem fumar na manhã da punção venosa.
	9 Coletar amostras no início da manhã (das 7:00 às 9:00), após o indivíduo permanecer sentado em posição 
relaxada por 20 a 30 minutos.

Validação versus Verificação do Intervalo de Referência: os resultados do intervalo de referência são avaliados 
estatisticamente e o tipo de avaliação estatística se baseia no número de indivíduos utilizados. O processo pode 
incluir validação ou verificação completa, quando o intervalo de referência é previamente estabelecido. A validação 
requer um estudo com no mínimo 120 indivíduos, enquanto a verificação de uma faixa de referência requer apenas 
20 indivíduos para demonstrar que um teste funciona conforme já estabelecido. O intervalo de referência deve ser 
verificado com qualquer alteração de reagente, número de lote e instrumento ou sistema de coleta. A média e o 
desvio padrão (DP) podem ser calculados (Gardiner et al, 2021a).

Análise Estatística do Intervalo de Referência: o DP é a dispersão dos dados em torno da média. Quanto mais 
dispersos os dados, maior o desvio. O intervalo de confiança mede o nível de incerteza. Se o nível de confiança de 
95% for escolhido, os intervalos serão estimados nos percentis 2,5 e 97,5 da distribuição dos resultados. Isso garante 
que o intervalo de confiança dos valores contenha a média real de 95% da população. Níveis de confiança mais 
altos terão intervalos de referência mais amplos, enquanto intervalos de confiança mais baixos serão mais estreitos 
(Henny et al, 2016).

Diferentes métodos estatísticos podem ser utilizados para avaliar dados:

(1) Método paramétrico: é utilizado quando a distribuição populacional é normal ou gaussiana.

(2) Método não paramétrico: não requer leis de probabilidade devido a seleção cuidadosa dos sujeitos e um número 
suficiente de indivíduos testados (≥120).

(3) Método robusto: para uso em um número limitado de indivíduos sem exigir que a distribuição seja gaussiana e 
mede a posição (localização) e a dispersão (espalhamento) em vez da média e do desvio padrão.

Medidores de posição organizam os dados do menor para o maior em partes iguais, enquanto as análises de 
dispersão avaliam a distância entre os valores da distribuição e o centro. Para verificar a existência 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 (verificação do intervalo de referência), dois 
valores discrepantes são 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 variação biológica, devem ser investigadas (Henny et al, 2016). Pode ser necessário realizar um análise 
completa do intervalo de referência.

Controle de Qualidade Interno e Avaliação 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 válida do paciente, a análise da amostra e 
o registro dos resultados de forma oportuna e exata até a interpretação dos resultados, quando apropriado, e a 
comunicação desses resultados aos médicos solicitantes. CQI e avaliação externa de qualidade (EQA) (às vezes 
chamada de teste de proficiência) são dois componentes distintos, porém complementares, de um programa de 
garantia de qualidade laboratorial. O CQI é usado para estabelecer se uma série de técnicas e procedimentos têm 
desempenho consistente ao longo de um período. Portanto, é implantado para garantir a consistência diária do 
laboratório. A EQA é usada para identificar o grau de concordância entre os resultados de um laboratório e aqueles 
obtidos por outros centros.
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Controle de qualidade interno: o CQI é usado para estabelecer se uma série de técnicas e procedimentos têm 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 são confiáveis o suficiente para serem divulgados e auxiliar na 
tomada de decisões clínicas, no monitoramento da terapia e no diagnóstico de anormalidades hemostáticas. Procedimentos de 
controle de qualidade devem ser aplicados de forma a garantir o controle imediato e constante da geração de resultados.

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

•	 Coleta e manuseio adequados das amostras
•	 Seleção de técnicas adequadas e manutenção de um manual atualizado de procedimentos operacionais 

padrão
•	 Uso de reagentes e materiais de referência confiáveis
•	 Seleção de automação apropriada e manutenção adequada
•	 Registros adequados
•	 Sistema de relato de resultados

Além disso, a qualidade dos resultados obtidos na prática de rotina depende muito da seleção, do treinamento e 
da motivação de um complemento apropriado de pessoal adequado.

O CQI é particularmente útil para identificar o grau de precisão de uma técnica específica — precisão sendo o grau de 
concordância entre medições repetidas em uma amostra. Para garantir que os resultados obtidos no laboratório sejam 
confiáveis, eles devem ser precisos em suas análises. O CQI garante a consistência diária de um processo analítico e, 
portanto, ajuda a determinar se os resultados dos pacientes são confiáveis o suficiente para serem divulgados. Um 
programa de CQI deve consultar instituições que embasam as diretrizes de qualidade laboratorial, como a International 
Organisation for Standardisation (ISO) [Organização Internacional de Normalização] ou o Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) [Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais]. Os testes laboratoriais devem ser capazes de identificar 
resultados fisiológicos e patológicos, independentemente de quando o teste for realizado. Nas recomendações da 
ISO 15189:2022, o laboratório deve ter um procedimento de CQI para monitorar a validade contínua dos resultados 
dos exames, de acordo com critérios definidos, que verifique a obtenção da qualidade pretendida e garanta validade 
consistente em relação à tomada de decisão clínica. O CQI deve ser realizado com frequência baseada na estabilidade e 
robustez do método de exame e no risco de danos ao paciente decorrentes de um resultado errôneo. Na CLSI H47-A2 
Vol. 28 Nº 207.8, para todos os sistemas de teste de coagulação não manuais, no mínimo, o laboratório deve incluir pelo 
menos dois níveis de material de controle a cada 8 horas de operação e cada vez que um reagente for trocado.

Materiais de controle de qualidade interno: para avaliar a precisão de um método específico, é necessário realizar 
análises repetidas de alíquotas da mesma amostra. É importante incluir amostras de controle de qualidade (CQ) com 
valores normais e anormais para garantir que o método esteja sob controle em diferentes níveis de um determinado 
analito, visto que alterações relativamente pequenas em um processo analítico podem ser mais aparentes ao testar 
um controle anormal. O material de controle deve ter propriedades semelhantes às amostras de teste e ser analisado 
simultaneamente. Materiais de controle de qualidade de origem humana têm maior probabilidade de se assemelhar 
a amostras de teste humanas. Todos os frascos ou alíquotas do material de controle devem ser praticamente idênticos 
para que qualquer variação nos resultados do teste não seja consequência da variação entre frascos. O material 
de CQ também deve permanecer estável durante o período de uso pretendido. Em relação aos testes e ensaios 
hemostáticos, 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 reconstituição de amostras liofilizadas, é 
importante usar água destilada com pH 6,8–7,2 e aguardar pelo menos cinco minutos para a reconstituição. Se for 
usado material de CQ comercial, este deve ser reconstituído de acordo com as instruções 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 seleção do material de CQ, o risco de transmissão de vírus transmitidos pelo sangue 
deve ser considerado. Material de alto risco não deve ser usado. Pelo menos um material de CQ deve ser incluído 
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 dúvida sobre 
se um método está sob controle. Um material de CQ com nível reduzido deve ser incluído nos testes usados para 
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diagnóstico e monitoramento de estados de deficiência congênita associados a sangramento. Em todos os casos, o 
material de controle deve ser tratado exatamente como as amostras de teste, se possível.

Limites de variação aceitáveis: para CQI comercial, os fabricantes de amostras geralmente fornecem uma faixa 
alvo de valores aceitáveis. No caso de testes e ocasionais ensaios de triagem, os resultados obtidos dependerão 
dos reagentes e do sistema de detecção de ponto final usados para realizar os testes. A faixa alvo deve levar 
esses efeitos em consideração. Quando não houver faixa alvo disponível para uma técnica específica, isso pode 
ser estabelecido localmente. O material de CQI é testado repetidamente (no mínimo 10 vezes) em dias diferentes 
quando se sabe que o método está sob controle (conforme indicado, por exemplo, por resultados dentro do alvo 
em um material de CQ alternativo). A média e o DP desses resultados são então calculados. O DP é a raiz quadrada 
da soma de d2 dividida por n-1, onde d é a diferença dos resultados individuais em relação à média e n é o número 
de determinações. O DP é uma medida da dispersão dos resultados; quanto maior o DP, maior a dispersão dos 
resultados. Outro parâmetro importante é o coeficiente de variação (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 preferência mais baixo. Para ensaios como 
FVIII:C e FIX, CVs menores que 10% devem ser atingíveis para testes realizados ao longo de vários dias. Na maioria 
dos casos, os resultados obtidos com uma amostra de CQI apresentarão distribuição normal (gaussiana). É prática 
comum definir a faixa alvo para os resultados de CQI 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 não 
está devidamente controlado. A repetição de testes com mais material de CQ diferenciará essas duas possibilidades, 
com novos resultados fora dos limites confirmando que o sistema de teste está fora de controle.

Avaliação externa de qualidade: em grandes programas de EQA, a análise retrospectiva dos resultados obtidos pelos 
laboratórios participantes permite a identificação não apenas do baixo desempenho individual de cada laboratório, 
mas também de reagentes e métodos que produzem resultados não confiáveis ou enganosos. A principal função da 
EQA é a realização de testes de proficiência de testes laboratoriais individuais. O Programa de Avaliação Externa de 
Qualidade Internacional (IEQAS) da Federação Mundial de Hemofilia (WFH) inclui análises de particular relevância 
para o diagnóstico e o manejo de distúrbios hemorrágicos (para mais informações, entre em contato com a WFH). 
Dados deste programa foram publicados nas seguintes referências:

•	 Jennings I, 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.

•	 Jennings I, 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.

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

•	 Silmara Montalvão, Ian 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 lançado em 2004 para monitorar e aprimorar o desempenho laboratorial em centros de 
tratamento de hemofilia (HTCs) no mundo todo. Os laboratórios 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 
diagnóstico laboratorial por meio da auditoria da eficácia dos sistemas internos de garantia de qualidade em vigor e 
da medição da competência do laboratório. O Programa de Avaliação Externa de Qualidade Nacional do Reino Unido 
(NEQAS RU) opera o programa de Coagulação Sanguínea, com sede em Sheffield, que foi inspecionado pelo United 
Kingdom Accreditation Service Ltd (UKAS) e recebeu acreditação total na ISO 17043 para todos os testes listados. A 
obrigação do IEQAS da WFH é proporcionar uma EQA para testes de coagulação sanguínea e promover altos padrões 
de desempenho e prática. A EQA, juntamente com os procedimentos de CQI, são componentes fundamentais 
da garantia de qualidade laboratorial global. Além disso, o IEQAS da WFH oferece um serviço de consultoria aos 
participantes por meio de intercâmbios sobre diagnóstico laboratorial, incluindo uma reunião 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 
necessário. O Comitê do IEQAS da WFH é responsável por supervisionar o programa IEQAS. O comitê é formado 
por um presidente independente indicado pela WFH, pelo diretor do programa, pela equipe do programa IEQAS 
nos Hospitais Universitários de Sheffield (instituição anfitriã) e equipe e voluntários da WFH. O Comitê do IEQAS 
supervisiona todos os aspectos operacionais do programa, avalia a participação no programa, analisa os resultados, 
monitora o desempenho global dos laboratórios e fornece suporte consultivo aos centros registrados no programa. As 
pesquisas do IEQAS da WFH são distribuídas três vezes por ano, normalmente em março, julho e novembro. Todas as 
pesquisas geralmente incluem TP, TTPA, ensaio de FVIII e ensaio de FIX. Duas das três pesquisas incluem o ensaio de 
antígeno FVW e o ensaio de atividade do cofator de ristocetina/FVW. Uma das três pesquisas inclui dois outros ensaios 
de fatores, de modo que os ensaios de FII, FV, FVII, FX e FXI são avaliados em algum momento, juntamente com o 
fibrinogênio. Para mais detalhes, entre em contato pelo e-mail neqas@coageqa.org.uk. 
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Integridade das Amostras e Variáveis Pré-
Analíticas
Kieron Hickey

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 3

	9 Coleta de Sangue
	9 Plasma Pobre em Plaquetas (PPP)
	9 Substâncias Interferentes

	9 Armazenamento
	9 Descongelamento

Antes da coleta de sangue, alguns fatores devem ser considerados. Não é necessário jejum antes da coleta 
de sangue para a maioria dos exames de sangramento e trombose. No entanto, uma exceção é o teste de 
homocisteína, que requer jejum. Exercícios físicos (Venema et al, 2017) e estresse (Austin et al, 2012) podem 
causar aumentos temporários de FVIII e FVW. Exercícios também podem afetar o teste de dímero D (Huskens 
D et al, 2016). A inflamação pode afetar os fatores de coagulação e outros parâmetros hemostáticos (Hardy et 
al, 2024). A gravidez afeta uma variedade de parâmetros, incluindo FVIII (Castaman, 2013), FVW (Delbrück et al, 
2019) e dímero D (Blombäck et al, 2007). Vários produtos farmacêuticos e anticoagulantes podem interferir nos 
testes de hemostasia, portanto, informações sobre os tratamentos dos pacientes são essenciais para o laboratório 
(Gosselin et al, 2019).

Coleta de Sangue: diversas diretrizes que descrevem as melhores práticas para coleta e processamento de amostras 
para testes hemostáticos estão disponíveis (CLSI, 2024; CLSI, 2017). A coleta de sangue deve utilizar um sistema de 
coleta a vácuo ou seringa plástica com agulha de calibre 19 a 21 (adultos) ou de calibre 22 a 23 (crianças) (Srivastava 
et al, 2021). Os tipos de tubo não são todos iguais, portanto, os centros devem usar um único tipo de tubo e 
gerar intervalos de referência com base nesses tubos (Bowen et al, 2016). Mesmo em um tipo de tubo de coleta, a 
constituição é importante; tubos de plástico e vidro não são intercambiáveis (Fiebig et al, 2005). Os tubos de coleta 
de sangue devem conter 0,105 a 0,109 M (3,2%) de citrato trissódico (CLSI, 2024). A sequência de coleta é importante 
para evitar contaminação cruzada por EDTA (Lima-Oliveira et al, 2015) ou heparina (Keppel et al, 2019); portanto, 
as melhores práticas na coleta de amostras devem ser seguidas (OMS, 2010; Simundic et al, 2018). As amostras 
requerem anticoagulação imediata após a punção venosa, com enchimento mínimo de 80% do volume alvo (Kitchen 
et al, 2021) para atingir a proporção sangue:anticoagulante de 9:1. A inversão suave (3 a 5 vezes) dos tubos de 
sangue após flebotomia permite a mistura adequada das amostras. Alterações hemostáticas indesejadas ocorrem 
em tubos subpreenchidos (Lippi et al, 2012). Amostras com níveis de hematócrito >55% requerem solução de citrato 
ajustada para compensar o alto volume globular e obter a proporção correta de 9:1. Alterações significativas no TP, 
TTPA e monitoramento de anticoagulantes (RNI) podem ser observadas se essa proporção não for mantida (Marlar 
et al, 2006). A fórmula recomendada para reajustar os níveis 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 
políticas regulatórias ou institucionais locais.

C = (1,85 x 10-3)(100 − HCT)(V)

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

HCT = hematócrito do paciente

V = volume de sangue adicionado em mL

E 1,85 x 10-3 é constante
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Um exemplo utilizando HCT de 70% e 4,5 mL de sangue coletado antes da adição do anticoagulante resulta no 
seguinte cálculo, ou seja, 0,25 mL de citrato são misturados com 4,5 mL de sangue.

(1,85 × 10−3)(100 − HCT)(V) = C

(1,85 × 0,001)(100 − 70)(4,5 mL) = 0,25 mL de citrato

Plasma Pobre em Plaquetas (PPP): a maioria dos testes de coagulação pode ser realizada com PPP após centrifugação a 
>1700 g por 10 minutos (CLSI, 2024; Kitchen et al, 2021). Centrífugas refrigeradas devem ser evitadas, visto que a ativação a 
frio do fator plaquetário 4 pode afetar o monitoramento da heparina, os testes de função plaquetária, os testes de FVIII e os 
testes de FVW (Favaloro, 2004). Alguns testes, como de heparina não fracionada (HNF) e anticoagulante lúpico, 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 secundário adequado e centrifugado 
novamente com subalíquotas removidas para congelamento. O teste de função plaquetária requer plasma rico em plaquetas 
(PRP), preparado após centrifugação a 170 g por 15 minutos ou 250 g por 10 minutos (Gomes et al, 2021).

Substâncias Interferentes: amostras hemolisadas não devem ser testadas, pois podem ser observadas alterações 
significativas, particularmente no TTPA (Woolley et al, 2016; Lippi et al, 2013), exceto quando a hemólise for 
intravascular (Arachchillage et al, 2014). Ensaios de rotina geralmente não são afetados por icterícia (Woolley et al, 
2016) e a lipemia pode ser eliminada por ultracentrifugação (Lippi et al, 2013, Dimeski e Jones, 2011).

Armazenamento: o teste de amostras é sensível ao tempo. O processamento e o teste das amostras devem ser 
realizados dentro da janela de estabilidade do ensaio após a punção venosa, e as amostras devem ser armazenadas 
em temperatura ambiente durante esse período. 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 combinação específica 
de tubo/ensaio (Kitchen et al, 2021; Linskens et al, 2018). O armazenamento em temperaturas mais altas pode levar 
à perda de fatores de coagulação, como o FVIII (Omidkhoda et al, 2011). A liberação de fator plaquetário 4 pode 
causar neutralização da heparina não 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 
condições de armazenamento podem afetar alguns ensaios. O plasma pode ser armazenado de forma aceitável 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 várias 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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Existem vantagens em usar coagulômetros para testes de coagulação, incluindo velocidade de análise/produtividade e 
consistência da análise, que proporcionam resultados precisos e exatos em tempo hábil. Embora muitos instrumentos 
diferentes para testes de coagulação estejam disponíveis e em uso em todo o mundo, a técnica de inclinação manual do 
tubo ainda pode ser empregada com sucesso para determinação do tempo de coagulação. Isso pode ser feito para todas 
as amostras, caso não haja um método automatizado adequado disponível, ou para um subgrupo de amostras, seja porque 
a análise automatizada não gera resultados em amostras com características específicas, causando incompatibilidade da 
amostra com o instrumento em uso, ou porque o método do coagulômetro está temporariamente indisponível. Métodos 
de inclinação do tubo são adequados como alternativas aos métodos baseados em coágulos, e mesmo laboratórios 
de centros de hemofilia abrangentes devem ter o método de inclinação manual do tubo disponível para as poucas 
amostras em que a análise automatizada não funcionar, mas cujos resultados forem realmente necessários para o manejo 
seguro do paciente. Isso pode ocorrer na presença de concentrações plasmáticas de lipídios muito elevadas ou quando 
o padrão de formação de coágulos na amostra difere acentuadamente das amostras normais, particularmente quando a 
polimerização de fibrinogênio em fibrina é acentuadamente anormal. Em razão das muitas variáveis e possíveis fontes de 
contaminação associadas às técnicas manuais, estas podem exigir testes duplicados. Se o CV entre dias dos resultados 
do CQI for >5%, deve-se considerar a realização de testes duplicados. Quando os testes forem realizados em duplicata, 
os dois resultados devem estar dentro de +/- 5% da média com a prática.

Quando Usar a Técnica de Inclinação Manual do Tubo: o método de inclinação manual do tubo pode ser usado 
com sucesso para determinação de TP, TTPA, tempo de trombina e fibrinogênio, bem como em ensaios de fatores de 
coagulação baseados em TP e TTPA.

Como Executar a Técnica de Inclinação Manual do Tubo: o método de execução da técnica de inclinação do tubo 
para testes de coagulação foi recentemente harmonizado em relação ao teste de TP como parte da calibração de 
tromboplastinas de referência para o sistema de razão normalizada internacional (RNI) usado para monitorar medicamentos 
antagonistas da vitamina K (Van den Bessellaar et al, 2020). Esse método harmonizado melhorou a concordância entre 
os resultados de TP com inclinação do tubo quando o teste é realizado por diferentes operadores e em diferentes 
centros. Esse método pode ser usado para testes com inclinação do tubo para análise de TTPA, tempo de trombina e 
fibrinogênio, além do teste de TP.

Materiais necessários:

1)	 Banho-maria para manter os tubos de ensaio em temperatura constante de 37°C. Dimensões próximas a 
40 x 30 x 20 cm são convenientes. A água no banho deve ser circulada continuamente por uma bomba, 
se possível. A temperatura deve ser de 37°C (limites de tolerância: 37 ± 0,5°C). A temperatura deve ser 
controlada com um termômetro calibrado.

2)	 Fonte de luz, como uma luminária articulada, colocada 20 cm acima do nível da água, pode ser usada 
para iluminar o tubo de ensaio durante a inclinação, o que facilita a detecção do coágulo no ponto final 
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pelo operador. O uso de LED como fonte de luz é preferível às lâmpadas que geram calor, pois podem 
elevar a temperatura dos tubos de ensaio mantidos próximos à fonte de luz.

3)	 Os tubos de ensaio devem ser tubos de vidro não siliconizados sem uso. Tubos de cultura descartáveis 
(código de catálogo 73500-1275, Kimble Chase Life Science and Research Products LLC, Vineland, Nova 
Jersey) com dimensões de 75 x 12 mm e espessura de parede de 0,8 mm foram utilizados no trabalho para 
harmonizar os testes de inclinação 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 após o uso e não devem ser lavados para reutilização. Diferentes fontes de 
tubos de ensaio de vidro podem ser usadas com sucesso, mas podem influenciar os tempos de coagulação 
obtidos, particularmente em testes de triagem como TTPA. Se a fonte (fabricante ou composição) 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 número de testes, como o de TTPA, com os dois tipos de 
tubo. Se houver diferenças sistemáticas, uma nova faixa normal deve ser estabelecida.

Técnica:

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

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

•	 Os tubos de ensaio vazios devem ser mantidos na posição 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 adição dos reagentes e do plasma.

TP pela Técnica de Inclinação Manual do Tubo:

•	 Para o teste de TP, adicione 200 μL do reagente de tromboplastina/cálcio e incube por 2 minutos.
•	 Em seguida, pipete 100 μL de plasma não pré-aquecido, dispensando a uma altura de 1 cm acima do 

nível de tromboplastina, com a ponteira apoiada na parede do tubo de ensaio, e acione imediatamente 
o cronômetro com a outra mão.

•	 Agite o tubo suavemente para misturar o conteúdo, com o tubo imerso na água.
•	 Coloque o tubo no suporte dentro do banho-maria.
•	 Deite a pipeta.
•	 O tubo de ensaio deve ser mantido manualmente na água, com a água cobrindo 5 cm do fundo do tubo 

(Figura 1).
•	 A inclinação manual do tubo deve começar 7 segundos após o início do cronômetro.
•	 O tubo deve ser inclinado em um ângulo de aproximadamente 90º, retirando-o da água por 2 segundos 

e colocando-o novamente na água por 1 segundo (Figura 1). Observe que inclinar o tubo em 90º ou mais 
geralmente causará o derramamento da mistura de reação do tubo.

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

•	 Esse ciclo é repetido até a formação do coágulo.
•	 Na posição horizontal, o tubo é mantido a uma altura não superior a 10 cm e não inferior a 2 cm acima do 

nível da água (Figura 1).
•	 Antes da mistura coagular, o operador observa a mistura fluindo do fundo para três quartos do comprimento 

do tubo na posição quase horizontal e retornando ao fundo.
•	 Quando a coagulação começa, a velocidade do fluxo é reduzida.
•	 Quando o fluxo é interrompido, o operador para o cronômetro e registra o tempo de coagulação em 

segundos com precisão de uma casa decimal.

O operador que executa a técnica de inclinação manual do tubo levanta o tubo de ensaio regularmente para fora 
da água. Retirar o tubo de ensaio da água resultará em uma queda de temperatura da mistura de reação. Imergir 
o tubo novamente na água resultará em um aumento de temperatura. A queda média de temperatura observada 
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na técnica de inclinação 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. Representação esquemática da técnica de inclinação manual do tubo. Painel 1A: o tubo de ensaio está 
na posição vertical dentro do banho-maria. Painel 1B: o tubo de ensaio está na posição horizontal fora do banho-
maria. A mão do operador está apoiada na borda do banho-maria. Devido à variação no tamanho das mãos dos 
operadores, a distância do tubo na posição horizontal até a superfície da água varia entre 2 e 10 cm. As dimensões 
da imagem não estão em escala. (Reproduzido com permissão da Elsevier Publishing, Amsterdã, 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 três centros, que identificaram diversas variáveis na técnica (van den Besselaar et al, 2020). Em 
particular, os workshops confirmaram que a dispensação do componente final da mistura de reação para iniciar 
a coagulação no alto da parte de cima do tubo de ensaio estava associada a tempos de coagulação mais longos 
do que a dispensação próxima à superfície da mistura de reação 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 Inclinação Manual do Tubo:

•	 Adicione 100 μL de reagente de TTPA ao tubo e incube por 2 minutos.
•	 Em seguida, pipete 100 μL de plasma não pré-aquecido, dispensando a uma altura de 1 cm acima do nível 

do reagente de TTPA, com a ponteira apoiada na parede do tubo de ensaio, e acione imediatamente um 
cronômetro com a outra mão.

•	 Agite o tubo suavemente para misturar o conteúdo, com o tubo imerso na água.
•	 Coloque o tubo no suporte dentro do banho-maria.
•	 Após o tempo de ativação recomendado pelo fabricante do reagente de TTPA (geralmente 3 minutos, 

mas pode ser 5 minutos para outros), adicione 100 μL de cloreto de cálcio pré-aquecido a 37°C em um 
tubo separado no banho-maria, dispensando a uma altura de 1 cm acima do nível da mistura de reação, 
com a ponteira apoiada na parede do tubo de ensaio, e acione imediatamente um novo cronômetro com 
a outra mão.

•	 Agite o tubo suavemente para misturar o conteúdo, com o tubo imerso na água.
•	 Coloque o tubo no suporte dentro do banho-maria.
•	 Deite a pipeta.
•	 O tubo de ensaio deve ser mantido manualmente na água, com a água cobrindo 5 cm do fundo do tubo 

(Figura 1).
•	 A inclinação manual do tubo deve começar 15 segundos após o início do cronômetro.



28Diagnóstico de Hemofilia e Outros Distúrbios Hemorrágicos: Manual de Laboratório

•	 O tubo deve ser inclinado em um ângulo de aproximadamente 90º, retirando-o da água por 2 segundos e 
colocando-o novamente na água por 1 segundo (Figura 1). Observe que inclinar em 90º ou mais geralmente 
causará o derramamento da mistura de reação do tubo.

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

•	 Esse ciclo é repetido até a formação do coágulo.
•	 Na posição horizontal, o tubo é mantido a uma altura não superior a 10 cm e não inferior a 2 cm acima do 

nível da água (Figura 1).
•	 Antes da mistura coagular, o operador observa a mistura fluindo do fundo para três quartos do comprimento 

do tubo na posição quase horizontal e retornando ao fundo.
•	 Quando a coagulação começa, a velocidade do fluxo é reduzida.
•	 Quando o fluxo é interrompido, o operador para o cronômetro e registra o tempo de coagulação em 

segundos com precisão de uma casa decimal.

Tempo de Trombina e Fibrinogênio pela Técnica de Inclinação Manual do Tubo: os métodos de inclinação manual 
do tubo devem usar as proporções de reagentes e plasma ou diluições de plasma recomendadas pelo fabricante do 
reagente e seguir os princípios dos métodos descritos para TP/TTPA acima.

Amostras com lipemia: muitos coagulômetros em uso atualmente, que utilizam pontos finais foto-ópticos para 
análise, são muito tolerantes a altos níveis de lipídios nas amostras. No entanto, as amostras podem ocasionalmente 
apresentar um nível tão alto de lipídios que o analisador não consegue detectar a formação de coágulo. Essas 
amostras podem ser analisadas manualmente e geralmente produzem um coágulo sólido que pode ser observado 
visualmente para TP, TTPA e tempo de trombina. Pode ser difícil observar a formação de coágulo durante a análise 
de fibrinogênio de Clauss dessas amostras. Se esse for o caso, outra opção é submeter as amostras a centrifugação 
a 10.000 g por 10 minutos em temperatura ambiente, se disponível (orientação do ICSH; Kitchen et al, 2021). Após 
essa ultracentrifugação, o lipídio é sedimentado e a amostra pode ser analisada em um coagulômetro automatizado, 
se disponível, ou pela técnica de inclinação manual do tubo para TP, TTPA, tempo de trombina ou fibrinogênio.

Amostras com anormalidades de fibrinogênio: a formação de coágulo pode ser alterada na presença de algumas 
anormalidades de fibrinogênio. Por exemplo, o fibrinogênio Longmont está associado a um coágulo fraco e translúcido 
durante o ensaio de fibrinogênio de Clauss. Sistemas foto-ópticos que monitoram a luz espalhada à medida que o coágulo 
se forma (ao contrário do monitoramento de luz transmitida) podem não conseguir detectar o ponto final. Essas amostras 
podem ser analisadas pelo método de inclinação do tubo, mas o operador tem que saber que a formação do coágulo 
pode ser difícil de discernir visualmente. Para algumas amostras de disfibrinogenemia em que a análise automatizada não 
funciona, a técnica manual deve ser realizada com um escrutínio muito cuidadoso do processo de coagulação, visto que 
os coágulos podem ser frágeis e facilmente rompidos por mistura/inclinação adicional após a formação do coágulo inicial.

Controle de qualidade: o material de controle de qualidade descrito em outra parte deste manual para TP, TTPA, 
tempo de trombina e fibrinogênio é adequado para uso com métodos de teste manuais. É aceitável testar um único 
nível de CQI, sendo a técnica manual reservada para amostras ocasionais que não passam na análise automatizada. 
Dois níveis devem estar disponíveis e ser testados de acordo com os critérios descritos neste manual, sendo o teste 
manual o principal procedimento analítico no laboratório.

A variação dos resultados de CQI obtidos por um pequeno grupo de operadores experientes na técnica de inclinação 
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 fibrinogênio médio de 2,5 a 3 g/L
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Faixas normais: os resultados de testes manuais geralmente são diferentes daqueles gerados por coagulômetros. 
Normalmente, os tempos de coagulação para TP e TTPA são menores em analisadores que usam foto-óptica para 
monitorar a coagulação em comparação com os resultados obtidos manualmente. O grau de diferença não é consistente 
entre os diferentes analisadores que podem usar luz transmitida ou espalhada. Os analisadores monitoram alterações na 
dispersão/transmissão de luz ao longo do tempo após o início da coagulação e registram o tempo de coagulação como 
o tempo necessário para ultrapassar um limiar específico de alteração. Pode ser um limiar baixo de 3% de alteração em 
relação ao valor basal ou um limiar alto de 50% de alteração. Quanto menor a % de alteração usada na análise da curva 
de coagulação, menor o tempo de coagulação relatado. Isso significa que os resultados dos testes manuais não devem 
ser relatados junto com a faixa de referência estabelecida para uma técnica automatizada, mesmo quando os mesmos 
reagentes forem usados. Existem duas opções para resolver esse problema. Uma é estabelecer uma faixa de referência 
para a técnica manual usando o processo descrito em outra parte deste manual. Isso deve ser feito se todos os testes 
no laboratório forem realizados com técnicas manuais. Mais frequentemente, o teste manual é restrito a um pequeno 
subgrupo de amostras em que a análise automatizada não funcionou. Nesse caso, a maioria dos resultados liberados pelo 
laboratório será divulgada com a faixa de referência automatizada relevante. É prejudicial para os usuários do serviço ver 
resultados ocasionais de TP ou TTPA divulgados com uma faixa de referência diferente. Nesse caso, o laboratório pode 
adotar uma abordagem pragmática e usar uma tabela de conversão 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.

Conversão de Resultados Manuais de TP, TTPA e Tempo de Trombina em Números 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 análise de regressão para estabelecer 
a relação entre os resultados obtidos pelos dois métodos. Deve haver uma correlação significativa entre os resultados, 
com coeficiente de correlação >0,8. Nesse caso, a relação de regressão 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 então relatado junto com a faixa de 
referência habitual do método automatizado. Isso significa que os usuários do serviço verão apenas uma única faixa 
de referência para TP, TTPA ou tempo de trombina. Isso é importante, pois essas faixas de referência provavelmente 
serão incorporadas aos protocolos clínicos utilizados no manejo de pacientes. A Tabela 5 mostra os resultados manuais e 
automatizados obtidos testando as mesmas 21 amostras com os dois métodos.

A relação de regressão linear entre os dois conjuntos de dados é calculada usando um pacote estatístico. Nesse 
exemplo, o coeficiente de correlação (r) é 0,96 e a relação de regressão é calculada como:

y = 0,9551x − 1,887

Tabela 5. TTPAs manuais e automatizados nas mesmas amostras

Número da 
amostra

TTPA manual 
(seg)

TTPA 
automatizado (seg)

Número da 
amostra

TTPA manual 
(seg)

TTPA 
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
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onde

y é o TTPA automatizado
x é o TTPA manual
0,9551 é a inclinação da reta de regressão linear
– 1,887 é o intercepto em y.

Essa equação é usada para obter o TTPA automatizado a partir do TTPA determinado manualmente de qualquer 
amostra de teste. É conveniente elaborar uma tabela relacionando o TTPA manual ao resultado equivalente 
automatizado. A Tabela 6 foi derivada com o uso da equação de regressão acima.

Ensaio manual de fibrinogênio de Clauss: os reagentes e métodos utilizados no ensaio manual de fibrinogênio de 
Clauss são os mesmos da versão automatizada (ou seja, mesma diluição de tampão, trombina e amostra de teste). 
O tempo de coagulação dos testes manuais é convertido em concentração de fibrinogênio usando uma curva de 
calibração. A curva de calibração deve ser construída com o mesmo calibrador e as mesmas diluições de calibrador 
que seriam usados nos testes automatizados (consulte a seção sobre ensaio de Clauss em outra parte deste 
manual), mas os tempos de coagulação de cada diluição de calibrador usada para construir a curva de calibração 
são determinados manualmente. Os resultados são, portanto, convertidos em concentração de fibrinogênio e o 
resultado é relatado no mesmo formato da versão automatizada (g/L ou mg/dL), usando a mesma faixa de referência 
do método de Clauss automatizado no mesmo centro.

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

TTPA manual 
(seg)

TTPA 
automatizado (seg)

TTPA manual 
(seg)

TTPA automatizado 
(seg)

TTPA manual 
(seg)

TTPA automatizado 
(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 19,1 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 33,4 58 53,5 79 73,6

38 34,4 59 54,5 80 74,5

39 35,4 60 55,4
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Avaliação Inicial de Hemostasia
Anastasia Khasiani

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 5

	9 Teste de Tempo de Sangramento
	9 Tempo de Protrombina (TP)
	9 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)
	9 Testes de Mistura para Investigação Adicional de TP e 

TTPA Anormais
	9 Tempo de Coagulação da Trombina

	9 Tempo de Trombina na Presença de Sulfato de 
Protamina para Detectar a Presença de Heparina

	9 Tempo de Reptilase
	9 Fibrinogênio (Ensaio de Clauss Modificado)
	9 Remoção de Heparina do Plasma

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 padrão de sangramento normal durante procedimentos 
cirúrgicos de grande porte ou em pacientes com suspeita de distúrbio hemorrágico causado por disfunção plaquetária. 
Infelizmente, foi confirmado que o teste é irreprodutível e insensível e, portanto, se necessário, deve ser utilizado em 
combinação com histórico familiar e clínico abrangente, acompanhado de testes de triagem de coagulação, incluindo 
contagem e morfologia plaquetária. O PFA 100/200 substituiu amplamente o teste de tempo de sangramento na 
avaliação da função plaquetária, apesar de suas inadequações observadas em pacientes trombocitopênicos (Rodgers 
and Levin, 2023; Undas, 2023).

O tempo de sangramento é o tempo necessário 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, doença 
de von Willebrand (DVW) tipo 3 e tipo 2B, trombastenia de Glanzmann, síndrome de Bernard-Soulier, doença do pool 
de armazenamento, outros distúrbios plaquetários, sepse (Williams et al, 2024), doenças autoimunes, deficiência de 
vitaminas, anemia grave, malignidades hematológicas (por exemplo, distúrbios mieloproliferativos que resultam em 
deficiência de fator V) e reação a medicamentos (Vinholt et al, 2019). O fibrinogênio é necessário para interromper o 
sangramento, e foi sugerido um papel do FV. O tempo de sangramento pode, portanto, ser prolongado em pacientes 
com deficiência de fibrinogênio ou FV. Prolongamento do tempo de sangramento também ocorre em alguns pacientes 
com doença renal, disproteinemias e distúrbios vasculares (Russeau et al, 2023; Bourguignon et al, 2022).

Materiais e equipamentos:

	9 Esfigmomanômetro
	9 Swabs para assepsia
	9 Medidor de tempo de sangramento
	9 Papel filtro com 1 mm de espessura
	9 Cronômetro

Método:

	9 O manguito do esfigmomanômetro é colocado ao redor da parte superior do braço, posicionado na altura 
do coração, e inflado a 40 mm de mercúrio. Essa pressão é mantida durante todo o teste.

	9 A superfície dorsal do antebraço é limpa e o medidor de tempo de sangramento é colocado firmemente 
contra a pele, sem pressionar. O gatilho é pressionado e o cronômetro é acionado.

	9 Veias superficiais, cicatrizes e hematomas devem ser evitados.
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	9 Em intervalos de 30 segundos, seque o fluxo de sangue com papel filtro. Aproxime o papel filtro das 
incisões, sem tocar a borda da ferida.

	9 Registre o tempo desde a punção até a interrupção do sangramento.

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

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

Observações: a faixa normal deve ser estabelecida localmente, independentemente do dispositivo utilizado. A incisão 
deve ser feita paralelamente ao comprimento do braço. Cortes feitos na perpendicular sangram por mais tempo. Um 
resultado anormal deve ser repetido. Não é necessário registrar os pontos finais se o sangramento continuar por mais 
de 20 minutos. O efeito de medicamentos que interferem na função plaquetária deve ser considerado. Por exemplo, 
medicamentos que contêm aspirina podem causar prolongamento. Portanto, sempre que possível, eles não devem ser 
tomados por sete dias antes do teste. Há a possibilidade de cicatrizes e, às vezes, formação de hematoma no local das 
incisões do teste de tempo de sangramento. Isso deve ser comunicado aos pacientes antes da realização da incisão. 
O tempo de sangramento em gestantes pode ser enganoso em razão dos níveis fisiologicamente elevados de FVIII 
e VWF. O manguito do esfigmomanômetro utilizado deve ser calibrado regularmente, de acordo com as diretrizes de 
padrões de qualidade em vigor. O método de Duke para tempo de sangramento apresenta maior taxa de inexatidão, 
com risco aumentado de desenvolvimento de hematoma (Russeau et al, 2023). Como o teste de tempo de sangramento 
é realizado à beira do leito, todos os procedimentos padrão relativos aos requisitos de qualidade de POCT devem ser 
aplicados para promover a segurança dos pacientes (ISO 15189:2022). Caso haja suspeita de DVW em um paciente e seu 
laboratório tenha capacidade para isso, os seguintes testes/ensaios devem ser realizados, juntamente com a obtenção de 
histórico abrangente de sangramento: antígeno FVW, atividade do FVW, ensaio de FVIII, hemograma completo (incluindo 
contagem e morfologia plaquetária) e testes básicos de triagem de coagulação (TP, TTPA, TT, fibrinogênio). Esses testes/
ensaios permitiriam uma melhor compreensão do possível diagnóstico clínico na ausência do tempo de sangramento ou 
de um laboratório especializado em coagulação capaz de fazer o diagnóstico definitivo de DVW.

Tempo de Protrombina (TP): o TP avalia a integridade do sistema extrínseco. É muito útil na detecção de deficiências 
de fatores de coagulação, que podem ser qualitativas ou quantitativas, das vias extrínseca e comum. Também é útil 
para monitorar anticoagulantes antagonistas da vitamina K (VKA), como a varfarina, e detectar doenças hepáticas, 
deficiência de vitamina K, deficiência de FX causada por amiloidose, coagulação intravascular disseminada (CIVD), 
presença de anticoagulantes orais diretos (DOACs) de forma dose-dependente ou anticorpos contra fatores da via 
extrínseca. Essas condições podem prolongar os resultados do teste de TP (Dorgalaleh et al, 2021). O TP é sensível 
a alterações nos fatores V, VII e X, e menos ao FII (protrombina). É inadequado para detectar pequenas alterações 
no nível de fibrinogênio, pois os resultados podem ser anormais se o nível de fibrinogênio estiver muito baixo ou 

Infle o manguito do 
esfigmomanômetro a 

40 mmHg.

Limpe a superfície dorsal do braço com 
álcool isopropílico.

Faça a primeira 
incisão e acione 

o cronômetro 
simultaneamente. 
Faça 2 incisões 

consecutivas em 
intervalos de 3 
segundos para 
um total de 3 

incisões.

Use papel filtro 
para limpar 
suavemente 

o sangue sem 
interromper a 
formação do 

coágulo. Registre o 
tempo de formação 

do coágulo 
imediatamente.

Use os medidores de tempo de sangramento 
recomendados para fazer as incisões. As 

incisões devem estar longe de vasos sanguíneos 
visíveis, cicatrizes antigas ou hematomas.

Retire o manguito do esfigmomanômetro depois 
que todas as incisões pararem de sangrar. Aplique 

um curativo adesivo para manter a área limpa. 
Registre o tempo médio obtido pelas 3 incisões.



34Diagnóstico de Hemofilia e Outros Distúrbios Hemorrágicos: Manual de Laboratório

se um inibidor estiver presente. A sensibilidade do teste é influenciada pelos reagentes e pela técnica utilizados, 
sendo importante estabelecer uma faixa de referência localmente. A via medida pelo TP é mostrada na Figura 3. O 
reagente de TP, frequentemente denominado tromboplastina, contém fator tecidual e fosfolipídios. Muitos reagentes 
adequados estão disponíveis comercialmente.

Reagentes:

	9 Tromboplastina (pode conter cloreto de cálcio)
	9 Cloreto de cálcio 25 mM (necessário apenas se o reagente tromboplastina não contiver cálcio)

Método: a técnica de inclinação manual do tubo é descrita na Parte 4 deste manual. As recomendações do fabricante 
do reagente devem ser seguidas. Ao utilizar um novo reagente tromboplastina com número de lote diferente do 
anterior, uma nova curva de calibração deve ser traçada.

Interpretação: os tempos de coagulação normalmente são influenciados pelo uso de diferentes coagulômetros, 
dependendo de como e quando o ponto final é detectado. Isso enfatiza ainda mais a importância de estabelecer faixas 
normais para o método atualmente em uso no laboratório e com base na população local. Na presença de deficiências 
leves dos fatores II, V, VII ou X, o grau de prolongamento pode ser mínimo. No caso de deficiência de FII, o TP pode 
estar dentro da faixa normal. Alguns reagentes de TP podem ser afetados pela presença de anticoagulantes lúpicos/
anticorpos antifosfolipídios, e alguns tipos raros de anticorpos podem prolongar o TP sem nenhum prolongamento 
do TTPA. Reagentes com concentrações mais baixas de fosfolipídios têm maior probabilidade de serem afetados, 
inclusive alguns reagentes construídos pela lipidação do fator tecidual recombinante. A presença de FVII ativado, seja 
após terapia com FVIIa recombinante ou quando o FVII original foi ativado, pode encurtar o TP. O efeito depende do 
reagente de fator tecidual utilizado. Reagentes que contêm fator tecidual bovino são particularmente suscetíveis a 
esse efeito (Kitchen et al, 1992). O sangue total para determinação do TP pode permanecer estável 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 discussão completa sobre questões relacionadas à 
determinação do TP, leia as diretrizes vigentes do CLSI sobre TP e TTPA de um estágio (2023).

Figura 3. Via medida pelo teste de TP

Teste de Tempo de Protrombina
(via extrínseca)

Fator tecidual, 
fosfolipídios, Ca++

Fator tecidual,  
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FV

Protrombina Trombina

Fibrinogênio Coágulo de 
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ideal  
37ºC
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Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA): esse é um ensaio baseado na formação de coágulo que 
auxilia na identificação de deficiências de fatores de coagulação ou inibidores das vias intrínseca e comum. 
Em conjunto com o tempo de protrombina normal, é o teste de triagem mais útil para detectar deficiências 
dos fatores VIII, IX, XI e XII. O TTPA também será prolongado em qualquer deficiência que envolva as vias 
comuns (deficiências dos fatores V, X e II e fibrinogênio) e na presença de inibidores. A presença de alguns 
inibidores terapêuticos da coagulação, como a heparina, também prolongará o TTPA. É importante excluir a 
possibilidade de que esses tratamentos tenham sido utilizados na investigação inicial de TTPA prolongado. O 
TTPA é prolongado na presença de deficiência de PKK ou HMWK, a menos que o teste seja realizado com um 
reagente que contenha ácido elágico como ativador (Turi, 1986). Nesse caso, o TTPA será normal, mesmo na 
ausência completa desses fatores. É aconselhável observar que cada laboratório deve determinar suas faixas 
normais de TTPA com base na população local, no tipo de reagente de TTPA e no coagulômetro em uso. O 
reagente de TTPA contém fosfolipídios diluídos e ativadores de contato, como sílica, ácido elágico e caulim. 
Este é adicionado ao plasma citratado pobre em plaquetas a 37°C. Essa mistura é incubada a 37°C por um 
período específico para permitir a ativação dos fatores de contato. Em seguida, a adição de cloreto de cálcio 
leva à formação do coágulo de fibrina. O tempo necessário para a formação do coágulo é registrado em 
segundos. A via medida pelo TTPA é mostrada na Figura 4.

Reagentes:

	9 Reagente de TTPA
	9 Cloreto de cálcio 25 mM

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

Interpretação: a faixa normal deve sempre ser estabelecida localmente. TTPA longo com TP normal indica uma 
possível deficiência dos fatores VIII, IX, XI, XII, HMWK, PKK ou a presença 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 diferença entre os tempos de coagulação do plasma normal e de teste, deficiência de fator é indicada (os 
detalhes são descritos no tópico específico a seguir). Correção inadequada sugere um inibidor, possivelmente 
de um dos fatores de coagulação no sistema ou do tipo não específico, como o anticoagulante lúpico.

Investigação de TTPA prolongado isolado: para pacientes com TP normal e TTPA prolongado, a sequência normal 
de investigação a ser seguida é:

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

	9 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 presença de 
um inibidor (detalhes são descritos abaixo).

Tabela 7. Exemplo de interpretação 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 correção, então provavelmente há deficiência de fator)

Em caso de mistura 50:50 52 segundos (essa é uma correção inadequada, então provavelmente há presença de um inibidor)
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	9 Determinar o TTPA com um segundo reagente que contenha fosfolipídios em alta concentração, como o 
Actin FS (Dade Behring). Se o TTPA inicial estiver claramente prolongado (pelo menos três segundos acima 
do limite superior do normal em uso) e o Actin FS estiver normal, a causa provável é o anticoagulante 
lúpico. Isso pode ser confirmado posteriormente por testes específicos, como o tempo de veneno de 
víbora de Russell diluído, embora normalmente não seja necessário na ausência de qualquer necessidade 
de investigar a possibilidade de o anticoagulante lúpico ser um fator de risco para trombose. Muito 
raramente, deficiência de PKK é a outra causa possível de TTPA normal com Actin FS e prolongamento 
acentuado do TTPA com um reagente que utiliza sílica ou caulim como ativador. Como na maioria dos casos 
de anticoagulante lúpico, isso não está associado a nenhum risco de sangramento. Portanto, novamente, 
a confirmação pode não ser necessária. Quando o TTPA inicial estiver claramente prolongado (três ou 
mais segundos) e o TTPA com Actin FS estiver normal, não há necessidade de realizar ensaios de fatores.

	9 Se ambos os TTPAs estiverem prolongados, realizar os ensaios de FVIII:C, FIX e FXI. Um ensaio de FXII pode 
ser realizado, se necessário, visto que a deficiência é relativamente comum e sua detecção pode explicar o 
prolongamento do TTPA. Isso não é necessário para excluir a presença de um distúrbio hemorrágico, uma 
vez que a deficiência de FXII não está associada a risco aumentado de sangramento.

	9 Reagentes como Actin FS, que utilizam ácido elágico como ativador de contato, estão associados a 
resultados normais na presença de deficiência até mesmo grave de PKK.

Observações: muitos reagentes adequados estão disponíveis comercialmente. Estes incluem materiais com diferentes 
sensibilidades. Quanto ao TP, os tempos de coagulação podem ser influenciados pelo uso de coagulômetro. 
Historicamente, pesquisas comprovam que há muita variabilidade nos testes de TTPA, conforme observado na 
variação dos resultados de diferentes reagentes, variações dos resultados de diferentes coagulômetros e variação dos 
resultados de testes de amostras semelhantes em diferentes laboratórios. Essas evidências indicam a necessidade 
de aderir ao estabelecimento de faixas normais locais para coagulômetros e reagentes de TTPA específicos. Em 
plasmas de teste, altos níveis de um fator de coagulação podem compensar níveis mais baixos de outros fatores. 
Por exemplo, FVIII acentuadamente elevado durante uma reação de fase aguda pode ocasionar TTPA normal na 
presença de reduções de FIX ou FXI, o que pode ser clinicamente importante. Se um paciente tiver histórico pessoal 
ou familiar adequado sugestivo de distúrbio hemorrágico, investigações adicionais, incluindo ensaios de fatores 
específicos, podem ser justificadas na presença de TTPA normal, particularmente se o resultado estiver na parte 
superior da faixa de referência. A concentração de fosfolipídios varia muito entre os reagentes. Esse é um dos motivos 
pelos quais os reagentes variam demais na sensibilidade à presença de anticoagulantes lúpicos. Se um reagente 
sensível ao lúpus for usado para o TTPA inicial, é útil realizar um segundo teste de TTPA usando um reagente como 
Actin FS (Dade Behring, Marburg, Alemanha), que possui uma concentração muito alta de fosfolipídios (Kitchen et 
al, 1999). Se o prolongamento com o primeiro reagente for causado por anticoagulante lúpico, o segundo TTPA é 
quase sempre normal, visto que poucos anticoagulantes lúpicos prolongam o TTPA quando Actin FS é usado.

TTPA normal com Actin FS, combinado com TTPA inicial prolongado, normalmente exclui a presença de deficiência 
de FVIII, FIX ou FXI e, nesse caso, não há 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 está reduzido na faixa de 20 a 50 U/dL e o 
TTPA com ativação à base de caulim ou sílica está levemente elevado. Esse defeito não tem relevância clínica. Alguns 
anticoagulantes lúpicos potentes prolongam o TTPA com Actin FS. Anticorpos específicos contra FVIII, FIX ou FXI 
prolongam o TTPA, independentemente do reagente. Para uma discussão completa sobre questões relacionadas à 
determinação do TTPA, consulte CLSI (2023).



37Diagnóstico de Hemofilia e Outros Distúrbios Hemorrágicos: Manual de Laboratório

Figura 4. Via medida pelo TTPA

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

Procedimento:

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

Se o resultado do TTPA obtido a partir da mistura de plasma de controle normal e do paciente for corrigido em 
comparação 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 FVIII 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 correção indica deficiência de FVIII 
ou FIX (Tabela 8).

Essas duas misturas são realizadas somente se o histórico clínico do paciente for sugestivo de deficiência de 
fatores da via intrínseca em laboratórios que não têm capacidade para realizar ensaios de fatores.

Interpretação dos testes de mistura: se o TTPA corrigir em mais de 50% a diferença entre os tempos de coagulação 
do plasma normal e de teste, deficiência de fator é indicada, como já discutido. Correção inadequada sugere 
um inibidor, possivelmente de um dos fatores de coagulação no sistema ou do tipo não específico, como o 
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anticoagulante lúpico. Também podemos usar o cálculo da porcentagem (%) de correção para interpretação do 
teste de mistura, como mostrado abaixo.

Correção = % do valor está acima/é igual ao ponto de corte estabelecido localmente

Sem correção = % do valor está abaixo do ponto de corte estabelecido localmente

(TTPA do paciente – TTPA da mistura)
(TTPA do paciente – TTPA do NPP)

(%) Correção = × 100

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

Conforme destacado em Adcock et al (2023), existem vários fatores que influenciam a exatidão dos testes de mistura. 
Um fator importante é conhecer o histórico clínico e de medicamentos do paciente. Outros fatores importantes 
incluem se a coleta da amostra foi realizada de acordo com os padrões aceitos, se o paciente tem histórico prévio de 
deficiência de fator, o tipo de reagentes usados e sua sensibilidade (especialmente a deficiências leves de fatores e 
inibidores), o estabelecimento de intervalos de referência normais para testes de triagem usando amostras normais 
da população local, a preparação do pool de plasma normal e os níveis de concentração de fatores de coagulação 
(pelo menos 80%) e se os inibidores específicos ou não específicos são de natureza endógena ou exógena. A melhor 
compreensão desses fatores aumentará a capacidade dos laboratórios de interpretar corretamente os resultados 
dos testes de mistura.

Plasma deficiente em FVIII/FIX para estudo de mistura: plasma de pacientes com deficiência grave isolada (<1 UI/dL) 
de FVIII ou FIX é muito útil para estudos de mistura. O plasma selecionado para esse propósito deve ter TP normal, 
confirmando que os outros fatores de coagulação sintetizados no fígado provavelmente estão em níveis normais. 
Esses plasmas podem ser liofilizados para armazenamento de longo prazo ou armazenados como plasma a -35°C (ou 
menos) por pelo menos três meses. Utilizando misturas 50:50 de aditivo e plasma do paciente, uma anormalidade 
pode ser caracterizada. Nas situações em que há prolongamento isolado do TTPA, plasma deficiente em FVIII é 
preferível ao plasma envelhecido. Da mesma forma, plasma deficiente em FIX é preferível ao plasma adsorvido.

É 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. Padrão de resultados de testes de mistura na presença de deficiências de fatores individuais 

Observações: a amostra para coagulação deve conter contagem de plaquetas <10 x 109/L para proporcionar 
um teor mínimo de fosfolipídios e permitir a detecção de anticoagulantes lúpicos 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 
realização do teste de mistura. Validação e verificação de novos reagentes com novos números de lote devem ser 
sempre realizadas para garantir que a sensibilidade do reagente a inibidores e deficiências de fatores ainda esteja 
na faixa aceitável (Toulon et al, 2016). Todas as amostras para coagulação devem ser coletadas conforme descrito 
na Parte 3 deste manual. Inibidores não específicos que afetam o TTPA (por exemplo, anticoagulante lúpico) 
geralmente não mostram correção, embora plasmas contendo inibidores mais fracos ou de baixo título possam 
ser parcialmente corrigidos por plasma normal.

Inibidores específicos contra o FVIII: inibidores específicos contra o FVIII podem estar associados à ausência de 
correção imediata do TTPA após a adição de plasma normal. Em outros casos, há uma correção imediata por plasma 
normal, seguida de prolongamento do TTPA na mistura ao longo do tempo. Uma mistura de plasma de teste e 
normal deve ser testada após uma hora a 37°C, juntamente com determinações do TTPA em plasmas normal e 
de teste que foram incubados separadamente ao mesmo tempo. Inibidores específicos contra outros fatores de 
coagulação são particularmente raros, mas podem ocorrer. Não é possível generalizar seu comportamento em 
experimentos de mistura, exceto que os inibidores de FIX são tipicamente de ação rápida. A Figura 6 mostra como 
o TTPA muda quando 20% e 50% de PNP são adicionados a amostras de indivíduos com hemofilia A adquirida 
com anticorpos anti-FVIII. O limite superior da faixa normal para este método de TTPA foi de 37 segundos. Esse 
exemplo ilustra que, na presença de anticorpos anti-FVIII, pode haver correção total em uma mistura 50:50 de 
plasma de paciente e PNP em alguns casos. Se essas misturas forem incubadas a 37°C, há um aumento progressivo 
no TTPA, pois os anticorpos anti-FVIII inibem o FVIII. O ensaio de Nijmegen Bethesda é o teste “padrão ouro” na 
quantificação de inibidores presentes em uma amostra de plasma após triagem positiva. O ensaio cromogênico 
de Bethesda é o teste de escolha para avaliar inibidores em pacientes em uso de emicizumabe, pois os resultados 
da triagem de inibidores com base no TTPA são sabidamente menores em pacientes em uso de emicizumabe 
(Lowe et al, 2020). Inibidores de outros fatores de coagulação, como os inibidores de FXa, podem ser detectados 
por meio de ensaio de atividade anti-FXa.

Defeito no plasma de teste TTPA Deficiente em FVIII Deficiente em FIX Plasma normal

FVIII anor sem corr corr corr

FIX anor corr sem corr corr

FXI/FXII anor corr corr corr

Inibidor anor sem corr sem corr sem corr

Defeito no plasma de teste TP TTPA Plasma normal

FII anor anor corr

FV anor anor corr

FVII anor norm corr

FX anor anor corr

anor = anormal; sem corr = sem correção; corr = correção
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Tempo de Coagulação da Trombina: o tempo de coagulação da trombina (também conhecido como tempo 
de trombina) é útil na identificação de anormalidades hereditárias de fibrinogênio, bem como anormalidades 
quantitativas ou qualitativas adquiridas. Sabe-se que o tempo de trombina é muito sensível à presença de heparina 
ou de medicamentos como inibidores diretos da trombina (DTIs) (Bonar et al, 2017). O tempo de trombina reflete 
a reação entre a trombina e o fibrinogênio. Ele é prolongado quando o nível de fibrinogênio é muito baixo (menos 
de 1,0 g/L); na presença de heparina, substâncias semelhantes à heparina, DTIs ou outros inibidores (por exemplo, 
produtos de degradação de fibrina/fibrinogênio [FDPs]); e quando o fibrinogênio é qualitativamente anormal 
(disfibrinogenemia), incluindo defeitos congênitos e adquiridos secundários a doença hepática (Mackie et al, 2024).

Tabela 9. Estudos de mistura em hemofilia A adquirida

Figura 6. Diagrama de fluxo representando a conversão de fibrinogênio em fibrina na presença de trombina. 
Desenvolvido com o uso de Biorender.

Reagentes:

	9 Solução de trombina, que induz a coagulação do plasma normal em cerca de 15 segundos.
	9 Soluções mais fortes proporcionam tempos de coagulação mais curtos e podem ser normais na presença 
de defeitos leves.

Existem diversos reagentes de trombina disponíveis comercialmente. Alguns possuem dois níveis de diluição de reagente 
de trombina com o tampão para triagem, e uma terceira concentração de reagente de trombina para amostras com alto 
teor de heparina, sugestivo de paciente em uso de heparina terapêutica. Como de costume, recomenda-se seguir as 
instruções do fabricante, e faixas de referência normais locais devem ser estabelecidas pelo laboratório.

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

Observações: a concentração de trombina utilizada deve ser aquela que proporcione um tempo de coagulação de 
aproximadamente 15 segundos com PNP (controle). Se for utilizada trombina concentrada, ela deve ser diluída para 

Título de Bethesda  
(U/mL) TTPA (segundos)

TTPA + 20% de plasma 
normal (segundos)

TTPA + 50% de plasma 
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

Trombina 
cliva

Fibrinogênio

Monômeros de fibrina

polimerização 

Fibrinopeptídeos A e B Protofibrilas de fibrina
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cerca de 10 a 15 U/mL em solução salina e posteriormente diluída conforme necessário, até que o tempo de controle 
apropriado seja obtido. Para todos os reagentes de trombina adquiridos comercialmente, as instruções do fabricante 
sobre reconstituição, uso e armazenamento devem ser seguidas. A trombina reconstituída pode ser armazenada a -35°C 
ou menos e diluída antes do uso. A trombina diluída mantida em temperatura ambiente se deteriorará. Controle de PNP 
deve ser incluído em cada grupo de testes. Amostras de plasma para tempo de trombina devem ser testadas em até 4 
horas após a coleta e em até 2 horas se houver suspeita da presença de heparina. Altos níveis de heparina na amostra 
de um paciente sendo testada para tempo de trombina causarão ausência da formação de coágulo. Isso também é 
possível com alguns DTIs, como a dabigatrana. Use o teste de tempo de reptilase para confirmar a presença de DTIs 
ou contaminação/presença de heparina na amostra do paciente. Houve variação nos resultados dos métodos de tempo 
de trombina com base no tipo de reagente e no instrumento de coagulação utilizado; portanto, recomenda-se que o 
resultado de cada paciente seja relatado junto com a faixa de referência específica para aquele reagente e instrumento.

Tempo de Trombina na Presença de Sulfato de Protamina para Detectar a Presença de Heparina: a presença de 
HNF pode causar prolongamento do tempo de trombina. As formas maiores de heparina, que prolongam o tempo de 
trombina, podem ser neutralizadas pela adição de sulfato de protamina. Sulfato de protamina está disponível em muitas 
farmácias hospitalares, onde é usado como agente terapêutico para reverter o efeito da heparina. A concentração do 
medicamento em preparações terapêuticas é normalmente muito maior do que a utilizada para fins de testes laboratoriais. 
Portanto, se necessário, o medicamento deve ser diluído em solução salina até uma concentração de 40 mg% como 
solução de trabalho. A solução 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 então usada no lugar da solução 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 presença de heparina é confirmada.

Reagentes (Hogwood et al. 2017):

	9 Tampão barbitona pH 7,4 (Fritsma, 2019)
	9 Estoque de sulfato de protamina – use 5 mL de sulfato de protamina 10 mg/mL para fazer uma diluição 
de 1/20 usando tampão barbitona. Diluições seriadas de várias concentrações de sulfato de protamina 
podem ser preparadas a partir desta solução. Elas permanecem estáveis quando armazenadas a 4°C.

	9 PPP do paciente
	9 Trombina

Método:

	9 Dilua em série o sulfato de protamina em tampão barbitona.
	9 Prepare a trombina diluída utilizando tampão barbitona. A adição de 100 μL de trombina diluída a 200 μL 
de plasma do paciente em tampão a 37°C deve permitir a formação de coágulo em 10 segundos.

Interpretação: se o coágulo se formar em até 10 segundos, HNF não está presente no plasma do paciente. Se o tempo 
for prolongado, HNF está presente no plasma do paciente. O plasma do paciente é misturado com sulfato de protamina 
diluído e o teste é repetido. O objetivo é medir o tempo de trombina em diferentes diluições de plasma do paciente e 
sulfato de protamina que permitem a formação de coágulo dentro da faixa normal.

Tempo de Reptilase: reptilase é um veneno de cobra obtido de Bothrops atrox. É uma enzima semelhante à trombina, 
denominada batroxobina, que atua clivando o fibrinogênio para formar fibrinopeptídeo A, levando à formação de um 
monômero de fibrina e à formação de coágulo por polimerização. Não é inibida por antitrombina, de modo que não é 
afetada pela presença de heparina ou DTIs. Portanto, pode ser usada para avaliar a taxa de conversão de fibrinogênio em 
fibrina na presença de heparina e DTIs (Mackie et al, 2024). É útil verificar se o tempo de trombina prolongado é causado 
pela presença de heparina ou DTIs na amostra. Se o tempo de trombina estiver prolongado e a reptilase estiver normal, 
a causa mais provável é a presença de heparina ou de um DTI. Na presença de disfibrinigonemia, o tempo de reptilase 
pode ser mais sensível (ou seja, mais prolongado) do que o tempo de trombina. A reptilase adicionada ao plasma do 
paciente (PPP) fornece batroxobina, que cliva o fibrinogênio, liberando fibrinopeptídeo A para formar um monômero de 
fibrina com formação de coágulo após a polimerização (Karapetian, 2013).
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Reagentes: reptilase (Sigma Aldrich, código V5375) dissolvida na concentração de 25 mg em 15 mL de tampão 
de Owren. Esse veneno bruto é perigoso e deve-se tomar cuidado para evitar a inalação do pó. O operador deve 
usar luvas e máscara ao manusear o veneno bruto. A solução estoque deve ser armazenada congelada a -70°C 
em alíquotas de 0,5 mL. Permanece estável por pelo menos dois anos nessas condições. Para preparar o reagente 
pronto para uso, descongele e dilua o reagente estoque a 1/10 em tampão de Owren, divida em alíquotas e congele 
novamente a -70°C para uso posterior. Esse reagente pronto para uso permanece estável nessas condições por pelo 
menos três meses. Alíquotas congeladas prontas para uso devem ser descongeladas em banho-maria a 37°C por 
no mínimo três minutos. Depois disso, essas alíquotas permanecem estáveis para uso por pelo menos 12 horas em 
temperatura ambiente de 20 a 25°C. Existem diversas preparações de batroxobina disponíveis comercialmente.

Método:

	9 Realize todos os testes em duplicata.
	9 Coloque tubos de coagulação de vidro de 75 x 10 mm suficientes em banho-maria a 37°C (dois por 
paciente, mais dois para o controle).

	9 Pipete 0,3 mL de plasma (de controle ou paciente) em tubos de coagulação para aquecimento.
	9 Aqueça por um a dois minutos.
	9 Adicione 0,1 mL de diluição de reptilase e acione o cronômetro.
	9 Incline três vezes para misturar e, em seguida, três vezes a cada cinco segundos até a formação do coágulo.
	9 Registre o tempo de coagulação.
	9 O tempo de controle deve ser de 15 a 18 segundos. (Se for menor, ajuste diluindo mais o reagente de 
reptilase com tampão de Owren.)

	9 Se não ocorrer coagulação, relate como >90 segundos.

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

Interpretação: a interpretação do tempo de trombina prolongado e do tempo de reptilase é apresentada na Tabela 10.

Tabela 10. Interpretação do tempo de trombina prolongado

Observação: reagentes de reptilase estão disponíveis em concentração pronta para uso de diversos fabricantes 
comerciais. A vantagem disso é que não há necessidade de manipular o veneno bruto, evitando assim problemas 
de saúde e segurança. Caso use um desses, siga as instruções de uso do fabricante. Quando a reptilase for um 
reagente caro, o método de neutralização com protamina/tempo de trombina pode ser usado para confirmar a 
presença de heparina na amostra de teste.

Fibrinogênio (Ensaio de Clauss Modificado): diluições de plasma normal padrão com teor conhecido de 
fibrinogênio são preparadas em tampão glioxalina. O tempo de coagulação é medido após a adição de 
trombina e um gráfico é construído. O tempo de coagulação é proporcional à concentração de fibrinogênio, e 

Tempo de trombina Tempo de reptilase Causa Observações

Prolongado Igualmente prolongado Hipo ou afibrinogenemia Medir fibrinogênio

Prolongado Fortemente prolongado Disfibrinogenemia Congênita ou adquirida

Prolongado Normal Heparina

Prolongado Discretamente prolongado Heparina com alguma hipo 
ou disfibrinogenemia

Caso raro de 
disfibrinogenemia pode 
gerar este padrão

Prolongado Igualmente prolongado Coagulação intravascular 
disseminada (CIVD)

Medir dímeros D

Prolongado Normal Inibidores diretos da 
trombina
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a diluição de 1/10 representa o valor na preparação padrão. O plasma de teste é diluído 1/10 e o resultado é 
lido na linha padrão.

Reagentes:

	9 Plasma padrão ou de referência com concentração conhecida de fibrinogênio
	9 Trombina em alta concentração de 100 – 200 U/mL (a concentração pode variar de acordo com a fonte).
	9 Tampão imidazol (glioxalina) ou tampão de Owren pH 7,35

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

Esse teste não é afetado pela heparina nos níveis utilizados para o tratamento de tromboembolismo venoso. Supõe-
se que o uso de uma concentração mais alta de trombina anule o efeito de altas concentrações de HNF sobre a 
trombina, como as aplicadas na circulação extracorpórea, permitindo a formação de coágulo. No entanto, deve-se 
ter cautela ao interpretar os resultados desses pacientes, uma vez que podem ser observados tempos de coagulação 
prolongados, levando a subestimação do fibrinogênio, a menos que o reagente contenha neutralizadores de 
heparina para anular isso. O efeito dos DTIs dependerá altamente da concentração do DTI no plasma do paciente 
e do tipo de reagente utilizado. Os DTIs na faixa terapêutica não afetam a trombina em alta concentração usada no 
ensaio de fibrinogênio de Clauss (Mackie et al, 2024).

Dados de calibração típicos:

(Observação: uma curva de calibração deve ser estabelecida com os reagentes em uso local.)

Plasma padrão: 2,1 g/L de fibrinogênio

Tabela 11. Exemplo de calibração de fibrinogênio

Exemplos:

Plasma de teste 1: diluído 1:10, tempo de coagulação de 15 segundos.

fibrinogênio = 1,9 g/L (do gráfico de calibração)

Plasma de teste 2: diluído 1:5, tempo de coagulação de 16 segundos.

fibrinogênio = 1,8 g/L do gráfico de calibração x 5/10 (desde a diluição de 1/5 em vez de 1/10) 

= 0,9 g/L

Observações sobre o ensaio de fibrinogênio de Clauss: o nível de fibrinogênio pode ser subestimado na presença 
de altas concentrações de produtos de degradação de fibrina/fibrinogênio; portanto, recomenda-se interpretação 
cuidadosa dos resultados quando houver suspeita disso. A coleta de amostras de sangue para coagulação de 
dispositivos venosos ou arteriais contaminados com heparina deve ser evitada para excluir a possibilidade de 
interferência obscura da heparina nos resultados obtidos. Amostras de pacientes que recebem altas doses de HNF 
devem ser evitadas ao quantificar os níveis de fibrinogênio para evitar a obtenção de resultados falsamente baixos.

Diluição do  
padrão

Concentração de 
fibrinogênio (g/L)

Tempo de coagulação 
(segundos)

1/5 4,2 8,5

1/10 2,1 14

1/15 1,4 19,5

1/20 1,05 24,5
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Teste de Fibrinogênio Derivado de TP: diversos analisadores de coagulação podem estimar o nível de fibrinogênio 
durante a determinação do tempo de protrombina. Isso é possível porque a alteração na dispersão ou transmissão da luz 
causada pela formação do coágulo é proporcional à concentração inicial de fibrinogênio. Esses métodos são comumente 
chamados de fibrinogênio derivado de TP. A maioria dos métodos derivados de TP apresenta limitações. Em particular, 
os resultados obtidos são frequentemente muito mais altos do que os obtidos pelo ensaio de Clauss quando há níveis 
muito baixos (<1,5 g/L) ou elevados (acima de 5 g/L) de fibrinogênio. Os resultados geralmente ficam acima do normal 
na presença de disfibrinogenemia (Mackie et al, 2024; Miesbach et al, 2010). Existem métodos de fibrinogênio de Clauss 
adequados para análise de plasma de teste não diluído, mas os resultados podem não ser intercambiáveis com os 
resultados dos ensaios de Clauss amplamente utilizados que empregam plasma de teste diluído (Jennings et al, 2009).

Fatores que afetam o uso de fibrinogênio derivado de TP: para pacientes em terapia anticoagulante, é aconselhável não 
utilizar a estimativa de fibrinogênio derivado de TP para quantificar seus níveis de fibrinogênio. Certos anticoagulantes 
orais afetam a geração de trombina, acabando por reduzir a produção de trombina e causando a formação de fibrilas 
espessas que são detectadas como turbidez na amostra pelos sensores ópticos e retransmitidas como aumento 
de fibrinogênio (Chitolie et al, 1994). Houve casos de pacientes com hipodisfibrinogenemia que foram identificados 
como tendo fibrinogênio derivado de TP normal, enquanto esses níveis eram, na verdade, baixos quando medidos 
pelo método de Clauss (Chitolie et al, 1994). A turbidez do plasma de referência ocasiona estimativas mais altas dos 
níveis de fibrinogênio. Além disso, o plasma lipêmico e turvo de paciente pode levar a estimativas errôneas e elevadas 
de fibrinogênio. Esses níveis inexatos de fibrinogênio podem ser observados em pacientes com doenças crônicas e 
graves. Com base nas diretrizes internacionais vigentes sobre quantificação de fibrinogênio, recomenda-se o método 
de fibrinogênio de Clauss e, em razão das inexatidões associadas ao fibrinogênio derivado de TP, não deve ser usado 
para triagem de deficiências de fibrinogênio nem em pacientes sabidamente em terapia anticoagulante, e os resultados 
devem ser interpretados com cautela.

Remoção de Heparina do Plasma: a heparinase 1 (componente ativo do Hepzyme®) é específica para a heparina, 
que cliva em múltiplos sítios por molécula, produzindo oligossacarídeos que perderam sua atividade antitrombótica. 
Hepzyme® é uma heparinase 1 bacteriana purificada, produzida por Flavobacterium heparinum. Consegue remover até 
2 UI de heparina por mL de plasma. Hepzyme® pode ser usado para neutralizar o efeito da heparina em uma amostra, 
permitindo a avaliação do status de coagulação subjacente. É particularmente utilizado em casos de contaminação por 
heparina (Forte e Abshire, 2000).

Reagentes:

	9 Hepzyme®, frasco contendo preparação seca de heparinase 1 com estabilizantes
	9 Fabricante: Dade Behring
	9 Armazenamento: 4°C
	9 Estabilidade: de acordo com a data de validade do fabricante. Cada frasco é usado apenas para teste de um paciente

Método:

	9 Adicione 1,0 mL de plasma citratado pobre em plaquetas a um frasco de Hepzyme®.
	9 Feche novamente e inverta suavemente de 5 a 10 vezes.
	9 Deixe em temperatura ambiente por 15 minutos.
	9 Transfira para um copo de amostra de plástico de 2 mL e aguarde alguns instantes para que as bolhas desapareçam.
	9 Coloque no CA1500 e realize o teste necessário.

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

Interpretação: essa enzima não remove nenhum fator de coagulação (ao contrário de algumas das técnicas alternativas 
para remoção de heparina), portanto, uma redução substancial dos tempos de coagulação no TTPA, tempo de trombina 
ou TP após o tratamento com hepzyme indica a presença de heparina. As formas de HNF e de baixo peso molecular são 
degradadas por essa enzima.
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Investigação Laboratorial de Hemofilia
Annette Bowyer

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 6

	9 Ensaio dos Fatores VIII e IX: Métodos 
	9 de Um Estágio e Cromogênico
	9 Realização de Ensaios de Fatores em Analisadores 

Cujo Software Utiliza Diluição Única
	9 Anticorpos Biespecíficos

	9 Monitoramento Pós-Infusão de FVIII e FIX
	9 Terapia Gênica
	9 Aspectos Laboratoriais para Tratamento com Terapia 

de Reequilíbrio da Hemostasia

Ensaio dos Fatores VIII e IX: Métodos de Um Estágio e Cromogênico: o diagnóstico laboratorial de hemofilia A 
ou B é feito pela medição da atividade do fator (Srivastava et al, 2020). A metodologia mais comumente usada é o 
ensaio de coagulação de um estágio baseado no TTPA. O ensaio de um estágio para atividade do FVIII é descrito 
nesta seção. O ensaio se baseia na comparação da capacidade de diluições de plasmas padrão e de teste para 
corrigir o TTPA de plasma totalmente deficiente em FVIII, mas que contém todos os outros fatores necessários para 
a coagulação normal. Para os fatores IX, XI e XII, o ensaio é essencialmente igual e é realizado pela substituição do 
plasma deficiente relevante por plasma deficiente em FVIII e após a seleção do plasma de referência apropriado (Baker 
et al, 2020). O ensaio de FVIII ou FIX de um estágio não pode ser realizado na presença de anticorpos biespecíficos, 
como emicizumabe (Jenkins et al, 2020).

Reagentes:

	9 Plasma de teste citratado pobre em plaquetas
	9 Plasma padrão (de referência/calibrador)

O plasma padrão (de referência) utilizado deve ser um pool de plasma preparado localmente e mantido a -70°C ou 
menos, ou plasma padrão comercial. Em ambos os casos, esse plasma de referência deve ser calibrado para o ensaio 
de coagulação de acordo com o padrão internacional vigente para FVIII ou FIX no plasma. Não é aceitável presumir 
que um pool de plasma normal tenha 100 UI/dL.

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

Esse plasma está disponível comercialmente ou pode ser coletado de um doador com hemofilia nas seguintes condições:

	9 Nível menor que 1 UI/dL
	9 Sem histórico de anticorpos contra FVIII
	9 Não recebeu tratamento por duas semanas, incluindo terapia de meia-vida estendida (EHL) ou terapia 
com anticorpos biespecíficos

	9 Testes de função hepática normais

Função hepática anormal pode levar à redução de outros fatores de coagulação, o que afeta a especificidade 
do ensaio. Esse plasma pode ser armazenado em alíquotas a -20°C ou menos por aproximadamente 1 mês 
(Woodhams et al, 2001; Zhao et al, 2018). É preferível utilizar plasma deficiente em FVIII/FIX produzido por 
imunodepleção de FVIII ou FIX de plasma normal usando um anticorpo monoclonal. Esse tipo de material 
está disponível comercialmente e tem a vantagem de maior segurança viral em comparação com o plasma 
proveniente de pacientes com hemofilia tratados com produtos derivados de plasma. Entretanto, nem todos os 
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plasmas imunodepletados são <1 UI/dL, e deve-se ter cuidado ao verificar isso antes do uso. Alguns especialistas 
consideram que a presença de concentrações normais de FVW no plasma deficiente em FVIII/FIX pode ser uma 
vantagem, e há evidências que corroboram essa afirmação em relação aos ensaios realizados como parte das 
determinações de inibidores (Verbruggen et al, 2001).

	9 Reagente de TTPA sensível a deficiências de fatores (CLSI, 2016)
	9 Solução salina tamponada de Owren (OBS ou tampão glioxalina; consulte a seção sobre reagentes)
	9 CaCl2 25 mM (observe que o CaCl2 da Werfen fornecido com SynthASil é 20 mM)

Método:

	9 Faça diluições de 1/10 de plasma padrão, de CQ e teste em solução salina tamponada em tubos plásticos 
(se for esperado que o plasma de teste tenha um nível muito baixo de FVIII, comece com diluição de 1/5.)

	9 Usando volumes de 0,2 mL, faça diluições duplas em OBS de plasma padrão, de CQ e teste de 1/10 a 
1/40 em tubos plásticos (misture bem cada diluição antes de transferir para o próximo tubo). As diluições 
de plasma devem ser testadas imediatamente após a preparação. Se a temperatura ambiente exceder 
25°C, pode ser necessário manter as diluições em gelo úmido antes do teste.

	9 Pipete 0,1 mL de cada diluição padrão para um tubo de vidro de 75 x 10 mm.
	9 Adicione 0,1 mL de plasma deficiente em FVIII e transfira para banho-maria a 37°C.
	9 Adicione 0,1 mL de reagente de TTPA e incube por 5 minutos.
	9 Aos 5 minutos, adicione 0,1 mL de CaCl2 e registre o tempo de coagulação.
	9 Um “branco” também deve ser preparado utilizando 0,1 mL de OBS em vez de plasma de teste.

O tempo de coagulação do branco deve ser maior que o tempo de atividade de FVIII de 1% do padrão no gráfico 
de calibração. Se o tempo for menor, isso indica que o plasma substrato não é totalmente deficiente em FVIII e, 
portanto, não é um plasma substrato adequado.

Resultados: a representação gráfica dos resultados requer papel milimetrado com escala logarítmica dupla ou 
logarítmica/linear. A diluição de 1/10 recebe arbitrariamente o valor de 100%, a diluição de 1/20, o valor de 50%, e 
a diluição de 1/40, o valor de 25%. Se utilizada, a diluição de 1/5 tem o valor de 200%. Linhas retas, paralelas entre 
si, devem ser obtidas. Leia a concentração da amostra de teste conforme mostrado na Figura 7. Nesse exemplo, 
a concentração de FVIII na amostra de teste é 7% daquela no padrão. Se o padrão tiver concentração de FVIII de 
85 UI/dL, a amostra de teste terá concentração de 85 UI/dL x 7% = 6 UI/dL. Se as linhas não forem paralelas, o 
ensaio deve ser repetido. Linhas não paralelas podem ocorrer devido a erros técnicos. Se o erro técnico tiver sido 
eliminado, pode ser devido à presença de um inibidor, que pode agir especificamente contra o FVIII, ou pode ser 
do tipo “lúpico”, apresentando padrão convergente. Linhas divergentes são típicas de uma amostra ativada ou da 
presença de um DOAC (Baker et al, 2020).

Observações: se a concentração de FVIII (ou FIX) no plasma de teste for próxima de zero (ou seja, se os tempos de 
coagulação de todas as diluições forem semelhantes aos do branco), podem ocorrer linhas não paralelas. A presença de 
anticoagulante lúpico pode interferir nos fosfolipídios dos reagentes de TTPA e produzir ensaios de fatores não paralelos 
(Ruinemans-Koerts et al, 2001). A faixa normal deve ser estabelecida localmente, mas com frequência apresenta limite 
inferior de 50 a 65 UI/dL para FVIII e FIX. O monitoramento exato de alguns produtos de EHL por ensaio de um estágio 
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 estágio não podem ser realizados na presença de anticorpos biespecíficos, como emicizumabe. Esses 
medicamentos encurtam artificialmente o TTPA. O tempo de coagulação curto em um ensaio de um estágio corresponde 
a alta atividade do fator (Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). Consulte a Parte 6 sobre anticorpos 
biespecíficos. Discrepância no FVIII entre ensaio de um estágio e cromogênico foi descrita na hemofilia A leve em algumas 
áreas geográficas e raramente na hemofilia B leve (Pouplard et al, 2009). Se possível, um novo diagnóstico de hemofilia 
leve deve incluir FVIII:C ou FIX:C também medidos por ensaio cromogênico (Bowyer et al., 2018). Ensaios de FVIII de um 
estágio podem ser usados para medir a terapia com FVIII recombinante suíno (Bowyer et al., 2022). Há uma mutação no 
FIX, FIX Padua (p.R338L), que apresenta atividade de FIX oito vezes maior que a do antígeno (Simioni et al, 2009).
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Non-parallel lines may occur due to technical error. If technical error has 
been eliminated, it may be due to the presence of an inhibitor, which may act 
specifi cally against FVIII or may be of the “lupus type”, showing a converging 
pattern. Diverging lines are typical of an activated sample.

NOTES

  If the test plasma FVIII (or FIX, FXI, or FXII) concentration is close to 
zero (i.e., the clotting times of all dilutions are similar to the blank), 
non-parallel lines may occur.

  The normal range should be established locally but often has a lower limit 
of 50–65 IU/dl in the case of FIX or FXI.

  In relation to FXI, the International Unit has only recently been 
established. At the time of writing, there are few data on the normal 
levels of FXI in IU. Publications that predate the establishment of the 
IU have indicated that the lower limit of normality for FXI is in the range 
63–80 U/dl (see Bolton-Maggs et al. 2004 for a review). 

Figure 23.1. Graph of FVIII assay
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Figura 7. Gráfico do ensaio de FVIII
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As amostras de teste devem ser analisadas utilizando três diluições diferentes da amostra, conforme descrito acima. 
Essa é uma recomendação consistente em diretrizes nacionais e internacionais publicadas, incluindo as da WFH. Ela 
melhora a exatidão e a precisão do ensaio em comparação com o uso de uma única diluição da amostra de teste. 
Às vezes, os ensaios de fatores são realizados em analisadores com software projetado para testar apenas uma única 
diluição da amostra de teste. A seção a seguir descreve um método que pode ser usado para incluir três diluições 
da amostra de teste nesses analisadores.

Realização de Ensaios de Fatores em Analisadores Cujo Software Utiliza Diluição Única da Amostra de Teste: 
a WFH recomenda que ensaios baseados em TTPA de um estágio para FVIII e FIX sejam realizados utilizando três 
diluições diferentes da amostra de teste. Isso é descrito no seguinte documento:

Diretrizes da WFH para Manejo da Hemofilia, 3ª edição. Srivastava A, Santagostino E, Dougall A, Kitchen 
S, Sutherland M, Pipe SW, Carcao M, Mahlangu J, Ragni MV, Windyga J, Llinás A, Goddard NJ, Mohan 
R, Poonnoose PM, Feldman BM, Lewis SZ, van den Berg HM, Pierce GF; Capítulo 3: Diagnóstico 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 está disponível para download gratuito no site da WFH por meio do seguinte link:

Guidelines for the Management of Hemophilia – Plataforma de eLearning (wfh.org)

O texto a seguir foi reproduzido da diretriz da WFH:

Recomendação: Para a investigação laboratorial decorrente de uma suspeita clínica de hemofilia usando ensaios de 
FVIII/FIX de um estágio, a WFH recomenda a análise usando três diluições diferentes das amostras de plasma de 
referência e de teste.

OBSERVAÇÃO: Os resultados das diluições de plasma de teste e padrão devem ser comparados por análise em linha 
paralela. Um modo para realizar essa avaliação consiste em calcular o coeficiente de variação (CV) dos três resultados 
usando a equação CV = ([desvio padrão/média] × 100). Se o CV dos três resultados for menor que 15%, então a 
média dos três resultados deve ser relatada. Se o CV for maior que 15%, os resultados devem ser examinados com 
atenção. A presença de inibidores patológicos contra fatores de coagulação específicos ou anticoagulantes lúpicos 
pode interferir em alguns ensaios de FVIII e FIX de um estágio. Alguns anticoagulantes terapêuticos também podem 
exibir esse efeito de interferência. Em todos esses contextos, a atividade do fator aumenta no ensaio conforme o 
plasma é progressivamente diluído. A atividade do fator é subestimada quando o plasma é menos diluído e um 
resultado de atividade mais exato é obtido quando o plasma de teste é mais diluído.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32744769/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32744769/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32744769/
https://elearning.wfh.org/resource/treatment-guidelines/?_gl=1*10y58jw*_ga*MTQ1MTg5MDEzMi4xNjUxMDYzNDQ4*_ga_7974KH9LH5*MTY3MDIzNDc2Mi41LjEuMTY3MDIzNTEzNi4wLjAuMA..&_ga=2.240877313.325934699.1670234763-1451890132.1651063448
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Os princípios acima também devem ser aplicados a ensaios de um estágio para outros fatores de coagulação (ou 
seja, FII, FV, FVII, FX, FXI e FXII). Alguns analisadores possuem software que permite mais de uma diluição da amostra 
de teste. Nesses analisadores, a amostra de teste é apresentada para análise e o analisador constrói as diferentes 
diluições, executa o ensaio e calcula a atividade do fator de coagulação a ser analisado. Outros analisadores possuem 
software que permite apenas uma única diluição da amostra de teste. O procedimento abaixo pode ser usado nesses 
analisadores para que as recomendações da WFH possam ser seguidas com maior exatidão e precisão do ensaio.

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

	9 As amostras de teste são colocadas no analisador não diluídas (ou seja, sem qualquer pré-diluição pelo 
operador).

	9 A amostra de teste é pré-diluída na proporção de 1:2 pelo operador com o mesmo tampão de ensaio 
utilizado pelo analisador, que geralmente é o tampão de Owren, mas pode ser um tampão diferente.

	9 Isso pode ser feito em tubos ou frascos de plástico que possam ser apresentados ao analisador para 
análise e que não causem ativação da amostra de teste.

	9 A amostra de teste é pré-diluída na proporção de 1:4 com o mesmo tampão de ensaio utilizado pelo 
analisador (vide pontos 2 e 3 acima).

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

	9 O analisador é então solicitado a executar um ensaio de FVIII em cada um desses três materiais (ou seja, 
amostra de teste não diluída, amostra de teste pré-diluída 1:2 e amostra de teste pré-diluída 1:4).

	9 Um resultado de FVIII é obtido na amostra de teste não diluída.
	9 Outro resultado é obtido na amostra de teste que foi pré-diluída 1:2. Esse deve ser multiplicado por 2 
para corrigir a pré-diluição.

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

	9 Os três números são então comparados pelo operador.
	9 Normalmente, os três números são muito próximos. Nesse caso, o operador consegue calcular e relatar a 
média dos três números como a atividade de FVIII da amostra de teste.

	9 Às vezes, os três números não são próximos. Isso pode ocorrer se a amostra contiver substâncias 
interferentes ou se a coagulação tiver sido ativada na amostra (por exemplo, talvez devido a dificuldades 
durante a coleta da amostra).

	9 O operador deve decidir se é seguro usar a média das três respostas diferentes.
	9 A WFH recomenda o uso de uma avaliação matemática simples para decidir.
	9 Isso é feito calculando o CV dos três resultados diferentes.
	9 A média dos três resultados diferentes pode ser usada com segurança se o CV for <15%.
	9 O uso da média dessa maneira melhora a precisão do teste.
	9 Se o CV for maior que 15%, o operador terá mais decisões a considerar.
	9 Quando o nível do fator for 10 a 15 UI/dL, o CV das três diluições é maior do que quando a atividade do 
fator está em níveis mais altos. Nessas amostras, um CV de 20% pode ser aceito.

	9 Quando o nível do fator estiver abaixo de 5 UI/dL, pré-diluição de 1:4 pode reduzir a atividade do fator 
abaixo do limite inferior de quantificação, dependendo dos reagentes. Nessas amostras, é aceitável testar 
apenas a amostra de teste não diluída e a amostra de teste pré-diluída 1:2. Nesse caso, o laboratório deve 
relatar a média dos dois resultados (após multiplicar o resultado do analisador da diluição 1:2 por 2), sem 
cálculo do CV.

	9 Para amostras com FVIII >15 UI/dL, se o CV for >15% e o resultado no plasma não diluído for menor que 
os resultados na terceira diluição, isso indica que pode haver uma substância interferente na amostra de 
teste. Nesse caso, o resultado obtido para a diluição 1:4 (após multiplicação do resultado do analisador 
por 4 para corrigir a pré-diluição) será o mais exato (veja os exemplos abaixo).

	9 Exemplos de substâncias interferentes que podem causar esse resultado falsamente baixo nas amostras 
de teste não diluídas são inibidores como anticoagulante lúpico, HNF, DTIs ou inibidores diretos de FXa.

	9 O uso de uma única diluição pode levar a resultados falsamente baixos e ensaios extremamente inexatos.
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Tabela 12. Exemplo 1 - Ensaio de FVIII com pré-diluição manual

Alguns exemplos são apresentados abaixo.

	9 A média dos três resultados é 25,3 UI/dL (%).
	9 O desvio padrão dos três resultados é 1,53.
	9 O CV dos três resultados é 6,0%.
	9 O CV é <15%, portanto o resultado relatado é 25,3 UI/dL (%).

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

	9 A média dos três resultados é 60,0 UI/dL (%).
	9 O desvio padrão dos três resultados é 7,2.
	9 O CV dos três resultados é 12,0%.
	9 O CV é <15%.
	9 O resultado relatado é 60,0 UI/dL (%).

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

	9 A média dos três resultados é 7,1 UI/dL (%).
	9 O desvio padrão dos três resultados é 7,1.
	9 O CV dos três resultados é 16,9%.
	9 O CV é <20%.
	9 O resultado relatado é 7,1 UI/dL (%).

Atividade do 
FVIII registrada 
pelo analisador

Atividade do FVIII 
após correção da 
pré-diluição Comentários

Amostras de teste sem pré-diluição 62 UI/dL (%) 62 UI/dL (%) Nenhuma pré-diluição pelo operador, 
portanto o resultado não muda

Amostras de teste diluídas 1:2 antes da análise 33 UI/dL (%) 66 UI/dL (%) Resultado do analisador 
multiplicado por 2

Amostras de teste diluídas 1:4 antes da análise 13 UI/dL 52 UI/dL (%) Resultado do analisador 
multiplicado por 4

Atividade do FVIII 
registrada pelo 
analisador

Atividade do FVIII 
após correção da 
pré-diluição Comentários

Amostras de teste sem pré-diluição 7,0 UI/dL (%) 7,0 UI/dL (%) Nenhuma pré-diluição pelo operador, 
portanto o resultado não muda

Amostras de teste diluídas 1:2 antes da análise 3,0 UI/dL (%) 6,0 UI/dL (%) Resultado do analisador 
multiplicado por 2

Amostras de teste diluídas 1:4 antes da análise 2,1 UI/dL 8,4 UI/dL (%) Resultado do analisador 
multiplicado por 4

Atividade do 
FVIII registrada 
pelo analisador

Atividade do FVIII 
após correção da 
pré-diluição Comentários

Amostras de teste sem pré-diluição 25 UI/dL (%) 25 UI/dL (%) Nenhuma pré-diluição pelo operador, 
portanto o resultado não muda

Amostras de teste diluídas 1:2 antes da análise 13,5 UI/dL (%) 27 UI/dL (%) Resultado do analisador 
multiplicado por 2

Amostras de teste diluídas 1:4 antes da análise 6 UI/dL 24 UI/dL (%) Resultado do analisador 
multiplicado por 4
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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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Tabela 15. Exemplos com substâncias interferentes presentes, os resultados do ensaio de FVIII estão em UI/dL (%)

	9 Observe que padrões semelhantes ocorrem em outros ensaios de um estágio, como de FIX.
	9 Todos os três apresentam CVs >15%.
	9 Os efeitos dessas substâncias interferentes são geralmente menores na amostra com diluição de 1:4 do 
que na amostra não diluída ou na amostra com pré-diluição de 1:2.

	9 O resultado da amostra de 1:4 ainda pode ser uma subestimação, mas é o mais próximo de um resultado 
exato dos três testes realizados. Também pode ser útil adicionar pré-diluição de 1:8 como um quarto teste 
nesses casos.

	9 Os resultados relatáveis dos exemplos na tabela podem ser >74 UI/dL (%), >116,4 UI/dL (%) ou >64,8 
UI/dL (%).

Todas as três amostras de teste neste exemplo apresentam atividade de FVIII que não está reduzida abaixo da faixa 
normal. A confirmação de que a atividade não está reduzida às vezes é suficiente para o manejo seguro do paciente.

Ensaios cromogênicos de FVIII:C e FIX: o diagnóstico laboratorial de hemofilia A ou B é feito pela medição da 
atividade do fator (Srivastava et al, 2020). A metodologia mais comumente utilizada é o ensaio de coagulação de 
um estágio baseado no TTPA (OSA). Há limitações no ensaio de estágio, inclusive interferência se anticoagulantes 
lúpicos, anticoagulantes orais diretos (DOACs) ou terapias de meia-vida prolongada para hemofilia, incluindo 
anticorpos biespecíficos, 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 não é excluída pelo achado de nível 
normal de FVIII:C, e raramente de FIX:C, no OSA (Pouplard et al, 2009). Vários grupos relataram que um subgrupo 
de pacientes com hemofilia A leve apresenta discrepância 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 estão associados 
a discrepância na qual a atividade cromogênica é duas vezes ou menor que a do OSA e o fenótipo de sangramento 
é compatível com o ensaio de substrato cromogênico (CSA) (Bowyer et al, 2018). Uma forma reversa de discrepância 
de ensaios também pode ocorrer com FVIII:C duas ou mais vezes menor pelo OSA do que pelo CSA. Relatos de 
sangramento são muito menores nesses pacientes (Bowyer et al, 2018; Bowyer et al, 2011). Exemplos de resultados 
nesses pacientes são mostrados na Tabela 16.

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

Caso Ensaio de um estágio (UI/dL) Ensaio cromogênico (UI/dL)

Sem pré-
diluição Pré-diluída 1:2 Pré-diluída 1:4

Resultados 
usados para 
calcular o CV CV

Interferência

Resultado 
do 
analisador

Resultado 
corrigido pelo 
operador

Resultado 
do 
analisador

Resultado 
corrigido pelo 
operador

Inibidor direto da 
trombina

46,5 34,0 68,0 18,5 74,0 46,5, 68,0, 
74,0 

23,0%

Rivaroxabana 64,0 45,2 90,4 29,1 116,4 64,0, 90,4, 
116,4 

29,0%

Anticoagulante 
lúpico

25,3 19,3 38,6 16,2 64,8 25,3, 38,6, 
64,8

46,8%
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Com base nesses resultados, é vantajoso que todos os centros de hemofilia tenham um ensaio cromogênico de 
FVIII disponível. CSA deve ser realizado em indivíduos com TTPA normal e atividade de FVIII em um estágio, na 
presença de histórico pessoal ou familiar consistente com hemofilia leve. Os CSAs de FVIII foram introduzidos pela 
primeira vez no início da década de 1980 (Rosen et al, 1984) e vários fabricantes possuem kits comerciais para ensaio 
cromogênico de FVIII. Muitos deles são adequados para o diagnóstico de hemofilia A na presença de atividade 
normal de FVIII em um estágio. Um pequeno número de CSAs de FIX está disponível desde meados da década de 
2010 e, em sua maioria, limita-se a laboratórios de pesquisa ou de hemostasia especializados (Kershaw et al, 2018). 
Discrepância no FIX entre ensaio de um estágio e cromogênico foi descrita na hemofilia B leve, mas a discrepância 
parece comprometer a classificação da gravidade, com os pacientes alternando entre hemofilia B moderada e leve 
(Pouplard et al, 2009; Truedsson et al, 2020).

Princípio de análise para CSA de FVIII: muitos coagulômetros automatizados têm a capacidade de realizar CSA, 
mas como esses ensaios eram originalmente realizados de forma manual usando placas de microtitulação, ainda 
é possível usar um método manual. Em alguns (mas não todos) ensaios cromogênicos, todo o FVIII na amostra 
é ativado pela trombina. O FVIII ativado então acelera a conversão de FX em FXa na presença de FIX ativado, 
fosfolipídios e íons de cálcio. A atividade de FXa é avaliada pela hidrólise de um substrato p-nitroanalina específico 
para FXa. A taxa inicial de liberação de p-nitroanalina (cor amarela) medida a 405 nm é proporcional à atividade 
do FXa e, por conseguinte, à atividade do FVIII na amostra. Os resultados do plasma do paciente e da amostra 
de controle de qualidade são comparados com o plasma padrão (de referência/calibrador) para quantificar o CSA 
utilizando os mesmos princípios do OSA (Baker et al, 2020). As proteínas usadas nos kits de CSA de FVIII podem ser 
de origem humana ou bovina. Para medição de FVIII:C endógeno ou terapia com FVIII de meia-vida estendida ou 
padrão, a fonte de proteínas não afeta o CSA. A fonte de proteínas é importante quando anticorpos biespecíficos 
estão presentes no plasma (consulte a seção Parte 6 sobre anticorpos biespecíficos).

Princípio de análise para CSA de FIX: em alguns (mas não todos) ensaios cromogênicos de FIX, todo o FIX na amostra 
é ativado por FXIa. O FIX ativado então acelera a conversão de FX em FXa na presença de FVIII ativado, fosfolipídios 
e íons de cálcio. A atividade de FXa é avaliada pela hidrólise de um substrato de p-nitroanalina específico para FXa. 
A taxa inicial de liberação de p-nitroanalina (cor amarela) medida a 405 nm é proporcional à atividade do FXa e, por 
conseguinte, à atividade do FIX na amostra, conforme descrito acima.

Observações: se a concentração de FVIII (ou FIX) no plasma de teste for próxima de zero (ou seja, se a densidade 
óptica de todas as diluições for semelhante à do branco), podem ocorrer linhas não paralelas. A faixa normal deve 
ser estabelecida localmente, mas com frequência apresenta limite inferior de 50–65 UI/dL para FVIII e FIX. O CSA 
de FIX pode não medir com exatidão a recuperação de alguns produtos de FIX de meia-vida estendida (Gray et 
al, 2020; Bowyer et al, 2022). Ensaios cromogênicos podem ser usados para medir o efeito mimético em plasma 
que contém anticorpos biespecíficos (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 biespecíficos. Se possível, um novo diagnóstico de hemofilia A ou B leve deve ter FVIII:C ou FIX:C 
também medidos por ensaio cromogênico (Bowyer et al, 2018). Deve-se ter cautela ao usar o CSA para medir o 
FVIII suíno recombinante, pois pode ocorrer subestimação (Bowyer et al, 2022). O CSA de FIX pode subestimar as 
terapias com FIX de meia-vida padrão recombinante (Nederlof et al, 2020).

Medição das moléculas de FVIII e FIX de EHL: foram feitas modificações no FVIII ou FIX recombinante para estender 
a meia-vida in vivo da terapia, alterando a conformação da molécula. A extensão pode ser feita pela adição de 
grupos de polietilenoglicol (PEG), ligação covalente das cadeias pesada e leve do FVIII, fusão à albumina ou fusão 
covalente à porção fc (fragmento cristalizável) da IgG1 humana. Monitoramento pós-infusão dos concentrados 
de FVIII ou FIX de EHL recombinante é necessário para o manejo clínico do paciente com hemofilia. Resposta 
menor do que a esperada ou meia-vida reduzida pode indicar a necessidade de terapia adicional ou possível 
desenvolvimento de anticorpos antidroga. Estudos laboratoriais conduzidos durante os ensaios farmacêuticos de 
cada EHL destacaram problemas com a medição laboratorial exata de algumas moléculas. Super ou subestimação 
foi relatada com alguns FVIII ou FIX de EHL, mas isso dependeu da metodologia ou do TTPA utilizado no OSA. O 
método de modificação molecular não é preditivo da resposta do ensaio de fator, de modo que o monitoramento 
exato das três moléculas de FVIII PEGilado pode não ser possível com os mesmos reagentes de TTPA. Para 
moléculas de FVIII de EHL atualmente licenciadas, todos os ensaios cromogênicos de atividade de FVIII são 
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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, não existe uma única metodologia ou reagente de ensaio que meça com exatidão 
todos os três concentrados atualmente licenciados. Um concentrado de meia-vida ultralonga, rFVIII-FCVWF-
XTEN, efanesoctocog alfa (Altuviiio/Altuvoct), recebeu aprovação regulatória nos EUA em 2023 e na Europa 
em 2024. Recomenda-se monitoramento por OSA de FVIII usando um reagente de TTPA específico, 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 cromogênicos de FVIII superestimaram em 2-3 
vezes a atividade esperada (Pipe, 2009). Portanto, é necessário avaliar cuidadosamente se os ensaios disponíveis 
em cada laboratório de hemostasia são adequados para o monitoramento exato de cada EHL usado como terapia 
de reposição em seu centro. As Tabelas 17 e 18 apresentam exemplos de concentrados de rFVIII e rFIX de 
EHL, como a potência do produto foi atribuída e se OSA ou CSA são aceitáveis para uso no monitoramento da 
atividade pós-infusão.

Tabela 17. Moléculas de FVIII de EHL

Nome Empresa Molécula
Rótulo de 
potência OSA CSA Referências

Adynovi/ 
Adynovate

Rurioctocog alfa 
pegol

Takeda FVIII 2 x 10 
kDa PEG

CSA Resultados 
variados

Sim Turecek et al, 2016

Bulla et al, 2017

Afstyla

Ionoctocog alfa

CSL 
Behring

FVIII BDD de 
cadeia única

CSA Resultados 
são aproxima-
damente 
metade do CSA

CSA Bowyer et al, 2017

St Ledger et al, 
2018

Elocta/ Eloctate

efmoroctocog

Sobi Fusão 
FVIII FC

CSA Sim Sim Sommer et al, 2014

Powell et al, 2012

Pouplard et al, 2020

Esperoct

Turoctocog alfa 
pegol

Novo 
Nordisk

rFVIII 
truncado no 
BD 40 kDa 
PEG

CSA Resultados 
variados

Sim Pickering et al, 2016

Hillarp et al, 2017

Jivi

Damoctocog alfa 
pegol

Bayer rFVIII BDD
60 kDa PEG

CSA Não reagentes 
de TTPA de 
sílica ou caulim

Sim Gu et al, 2014

Church et al, 2018

Altuvoct/ Altuviio

Efanesoctocog alfa

Sanofi rFVIII FC-
VWF-XTEN

OSA Actin FSL 

recomendado

Superestima 2-3 
vezes

Pipi et al, 2024
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Tabela 18. Moléculas de FIX de EHL

Anticorpos Biespecíficos:

Medição de anticorpos biespecíficos: os anticorpos biespecíficos são uma classe de terapia de não reposição para hemofilia 
A. Eles agem como ponte entre o FIXa humano e o FX humano, na ausência de FVIII, promovendo a ativação de FX. 
Os anticorpos biespecíficos diferem do FVIII original em vários aspectos intrínsecos, incluindo a ausência de mecanismos 
regulatórios, o que impacta os ensaios de hemostasia (Lenting et al, 2017). Gerações futuras e mais potentes de anticorpos 
biespecíficos podem ter um impacto maior nos testes de hemostasia (Bowyer et al, 2023).

TTPA e anticorpos biespecíficos: anticorpos biespecíficos não requerem ativação para participar da ativação de FX. 
Na presença de anticorpos biespecíficos, o TTPA é drasticamente reduzido, frequentemente abaixo do limite inferior 
da faixa de referência (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). O TTPA não é sensível o suficiente a alterações na 
concentração de anticorpos biespecíficos para ser usado no monitoramento dessas terapias; no entanto, prolongamento 
do TTPA em um paciente com TTPA anteriormente curto pode indicar perda de eficácia ou adesão (Druzgal et al, 2020; 
Valsecchi et al, 2021).

OSA e anticorpos biespecíficos: na presença de anticorpos biespecíficos, ensaios padrão, calibrados com plasma e baseados 
em TTPA, incluindo FVIII, FIX, FXI, XII, proteína C, proteína S e tempo de coagulação ativada (TCA), superestimam a quantidade 
de fator de coagulação ou inibidor natural, sendo, portanto, inadequados para uso (Bowyer et al, 2023; EMA, 2018).

OSA de FVIII modificado e anticorpos biespecíficos: calibradores comerciais específicos para o produto (padrão/
referência) e plasmas de controle de qualidade estão disponíveis para a primeira geração de anticorpos biespecíficos. 
O ensaio de FVIII de um estágio pode ser modificado usando esses calibradores específicos para o produto juntamente 
com maior diluição do plasma (diluições de 1/40 ou 1/80 em vez de 1/10) para medir a concentração do fármaco no 
anticorpo biespecífico em μg/mL. Esse ensaio modificado também medirá qualquer FVIII endógeno ou de reposição 
presente no plasma (Bowyer et al, 2020).

FVIII cromogênico e anticorpos biespecíficos: CSA de FVIII que contêm FX e FIXa humanos são sensíveis à presença 
de anticorpos biespecíficos 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 presença de anticorpos biespecíficos 
em pacientes que recebem profilaxia. Isso não é intercambiável com o nível de concentração do fármaco detalhado 
acima. O CSA humano também medirá qualquer FVIII endógeno ou de reposição presente no plasma (Bowyer et 
al, 2020). CSA de FVIII que contêm FX bovino e FIXa humano ou bovino são insensíveis à presença de anticorpos 
biespecíficos de primeira geração, mas podem demonstrar alguma sensibilidade a anticorpos biespecíficos de 
próxima geração (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). CSA de FX bovino deve ser usado para medir qualquer 

Nome Empresa Molécula
Rótulo de 
potência OSA CSA Referências

Alprolix

etrenonacog

Sobi Fusão  
rFIX FC

OSA Não alguns 
reagentes de TTPA 
de sílica ou caulim

Sim Sommer et al, 2014

Bowyer et al, 2019

Persson et al, 2018

Idelvion

albutrepenonacog

CSL Behring Fusão rFIX 
albumina

OSA Resultados 
variados

Não Persson et al, 2018

St Ledger et al, 2016

Kitchen et al, 2017

Horn et al, 2019

Pouplard et al, 2019

Refixia/Rebinyn

Nonacog beta pegol

Novo Nordisk rFIX 40 
kDa PEG

OSA Apenas 
Cephascreen 
e Synthafax 
validados

Sim Bowyer et al, 2016

Tiefenbacher et al, 
2017

Young et al, 2016
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FVIII endógeno ou terapia de reposição de FVIII e para medir o FVIII residual no ensaio de inibidor de Bethesda, 
conforme detalhado abaixo.

Ensaio de inibidor de Bethesda e anticorpos biespecíficos: a medição de FVIII residual após incubação nos ensaios 
de inibidor de Bethesda geralmente é feita por OSA (Verbruggen B, 1995), embora medições cromogênicas e 
fluorogênicas tenham sido validadas (Miller et al, 2021). Na presença de anticorpos biespecíficos, OSA não pode ser 
utilizado, portanto, CSA deve ser usado. É importante que o kit de CSA utilizado contenha FX bovino e FIXa humano 
ou bovino para excluir o efeito do anticorpo biespecífico, caso contrário, o título do inibidor será subestimado 
(Bowyer et al, 2021; Miller et al, 2021).

Monitoramento Pós-Infusão de FVIII e FIX: o monitoramento pós-infusão de concentrados de FVIII ou FIX, 
derivados de plasma ou recombinantes, de meia-vida padrão é necessário para o manejo clínico do paciente 
com hemofilia. Resposta menor do que a esperada ou meia-vida reduzida pode indicar a necessidade de terapia 
adicional ou possível desenvolvimento de inibidores. A medição da terapia de reposição deve, idealmente, ser 
realizada com o mesmo método e mesmos reagentes de ensaio que foram originalmente utilizados para atribuir 
a potência ao produto. Caso isso não seja possível, deve-se utilizar um ensaio alternativo validado. Na Europa, a 
rotulagem de potência 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) [Agência de Controle 
de Alimentos e Medicamentos] dos Estados Unidos recomenda o uso de OSA para concentrados de FIX, porém 
alguns concentrados de FVIII têm potência atribuída por OSA e outros por CSA. A WFH recomenda o uso de um 
ensaio de FVIII ou FIX validado para uso com o concentrado específico utilizado no tratamento e calibrado com um 
padrão de plasma rastreável em relação ao padrão internacional vigente da OMS (Srivastava et al, 2020). Outras 
diretrizes recomendam o uso de OSA ou CSA calibrados com padrões de plasma para monitorar concentrados de 
FVIII derivados de plasma, a menos que haja evidências em contrário, 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 padrão comumente disponíveis, como a potência do produto foi atribuída e se OSA ou 
CSA são aceitáveis para uso no monitoramento da atividade pós-infusão.

Tabela 19. Exemplos de concentrados derivados de plasma

Concentrado Fator Atribuição de potência CSA OSA Referências

Factane VIII CSA Sim Sim Adcock et al, 2018

Octanate VIII CSA Sim Sim

FVIII 8Y VIII CSA Sim Sim

Haemoctin VIII CSA Sim Sim

Octaplex VIII CSA Sim Sim

Recombinate VIII CSA Sim Sim Jennings et al, 2007

Fanhdi VIII CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Hemofil M VIII CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Emoclot VIII CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Replenine IX OSA Sim

Betafact IX OSA Pathromtin SL (sílica) Provavelmente 

aceitável
Sim Adcock et al, 2018

Mononine IX OSA Pathromtin SL (sílica) 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 padrão

Terapia Gênica: hemofilia A e B são doenças monogênicas e, portanto, candidatas ideais para manipulação 
genética. Uma gama variada de estratégias de terapia gênica, incluindo edição genética, tem sido pesquisada 
em humanos para as duas doenças desde o início dos anos 2000 (De Wolf et al, 2023). Em meados da década de 
2020, aprovação regulatória foi concedida em alguns países para o uso limitado de produtos de terapia gênica no 
tratamento de pessoas com hemofilia A ou B. A medição da expressão do transgene FVIII ou FIX é essencial para 
determinar a duração da resposta e se terapias adicionais são necessárias para obter hemostasia. Para minimizar a 
variabilidade interlaboratorial, é sensato restringir o monitoramento de rotina a um número limitado de laboratórios 
especializados em hemostasia em cada país. Estudos clínicos de diversas terapias gênicas relataram variabilidade 
nos ensaios, com atividades cromogênicas de FVIII e FIX 1,5 a 3,0 vezes menores do que as atividades de um 
estágio. Diferenças foram relatadas entre reagentes no mesmo método de ensaio. Em razão das restrições de 
volume de plasma adequado, é difícil conduzir estudos multicêntricos de comparação de laboratórios em amostras 
de pacientes que receberam terapia gênica. Entretanto, foram disponibilizados dados limitados sobre a medição das 
moléculas candidatas de FVIII ou FIX utilizando uma variedade de métodos ou reagentes. Sempre que possível, para 
minimizar a variabilidade, os reagentes e métodos usados nos estudos clínicos farmacêuticos devem ser utilizados 
pelos laboratórios para monitorar a expressão pós-terapia gênica (Tabela 21).

Concentrado Fator
Atribuição 
de potência CSA OSA Referências

Advate FVIII - 
comprimento total

CSA Sim Sim Kitchen et al, 2016

Kitchen et al, 2019

Refacto AF FVIII-BDD CSA Sim Sim, com padrão 
lab Refacto

Kitchen et al, 2016

Morfini et al, 2003

Ingerslev et al, 2004

Novo8 FVIII-BDD CSA Sim Sim, mas alguma 
superestimação 
nos níveis mínimos

EMA, 2021

Viuff et al, 2011

Nuwiq FVIII-BDD CSA Sim Sim Lissitchkov et al, 2016

EMA, 2022

Klukowska et al, 2016

Tiefenbacher et al, 2019

Xyntha FVIII-BDD OSA Não - 
superestimação

Sim FDA, 2020

Kovaltry FVIII CSA Sim Sim Mahlangu et al, 2018
Kitchen et al, 2016

Benefix IX OSA Dados 
insuficientes

Sim Bowyer et al, 2016

Kershaw et al, 2018

Sommer et al, 2014

Rixubis IX OSA 
Pathromtin 
SL validado

Sim Sim Kershaw et al, 2018

Gritsch et al, 2014
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Tabela 21. Terapia gênica para hemofilia A e B

Terapia gênica para hemofilia A: todas as abordagens para hemofilia A usaram vetores AAV e FVIII recombinante 
com domínio 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 comparáveis entre CSA com Coatest SP4 
e da Hyphen Biomed ao medir AAV5-FVIII-SQ (4). Uma comparação entre dois centros de FVIII:C medido por OSA 
ou CSA no plasma de pacientes após terapia com Roctavian relatou uma diferença 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 concluíram que os OSA não eram adequados para medição de FVIII após terapia 
gênica com Roctavian, e apenas CSA deveria ser usado.

Terapia gênica 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 ocorrência natural, FIX-Padua (R338L) (Simioni et al, 2009). Programas farmacêuticos relataram atividade de FIX 
apenas por OSA em seus relatórios de estudo. Variabilidade entre reagentes e metodologias foi relatada ao medir 
FIX-Padua após expressão gênica 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 está atualmente pausado no final dos testes de fase 1/2) relatou uma diferença de 
3 vezes na atividade de FIX entre 15 OSA e CSA diferentes. Variação 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 medição da atividade do transgene FIX-Padua Beqvez destacou 
diferenças 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 gênica, FIX:C foi mais alto 
com o reagente de TTPA ativado por sílica, Synthasil, no OSA do que com os reagentes de TTPA ativados por ácido 
elágico, Actin FS e Actin FSL, ou CSA (Pittman et al, 2024). Foram disponibilizados dados laboratoriais mínimos 
sobre a medição da atividade de FIX após terapia gênica com Hemgenix. O Resumo das Características do Produto 
afirma que a atividade de FIX é menor por CSA do que OSA (EMA, 2024). Estudos clínicos de Fase 1–3 de FIX 
usaram o reagente de TTPA Synthasil no OSA e um CSA não 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 Reequilíbrio da Hemostasia: as terapias de não 
reposição de fator para hemofilia A ou B visam promover a coagulação e reequilibrar a hemostasia, tendo como 
alvo anticoagulantes ou inibidores naturais da coagulação, incluindo antitrombina, inibidor da via do fator tecidual 
(TFPI), proteína C ou proteína S (Nogami and Shima, 2023). Algumas dessas terapias foram aprovadas para uso em 
determinados grupos de pacientes, outras estão atualmente em estudos farmacêuticos.

Moléculas que têm como alvo a antitrombina: a antitrombina (AT) ativada por heparina exerce ações inibitórias sobre 
a trombina, FXa, FIXa, FXIa e FXIIa (Rezaie et al, 2020). Uma pequena molécula de RNA interferente, o fitusiran, que 
tem como alvo a síntese de AT nos hepatócitos, foi desenvolvida para melhorar a geração de trombina (Young et 
al, 2023). Em estudos clínicos, redução de 82–87% na AT foi associada a aumento da geração de trombina (Pasi et 
al, 2021). Os níveis alvo de atividade de AT são de 15–35 UI/dL. Os ensaios de AT estão bem estabelecidos como 

Farmacêutica 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
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parte dos testes de trombofilia, mas é raro medir atividades de AT tão baixas. Um estudo de campo comparativo 
global de laboratórios que avaliou a medição de uma série de atividades de AT (9–100 UI/dL) concluiu que alguns 
ensaios de AT não devem ser usados para monitorar a AT durante o tratamento com fitusiran (Chhabra et al, 2024).

Moléculas que têm como alvo o TFPI: os anticorpos anti-TFPI têm como alvo o domínio Kunitz 2 do TFPI e impedem 
a ligação ao FX ativado, permitindo assim a continuidade da geração de FXa (Mast et al, 2022). O primeiro anticorpo 
monoclonal anti-TFPI (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), está 
sendo considerado para aprovação nos EUA e na Europa para pessoas com hemofilia A ou B sem inibidores (Matino 
et al, 2023). Ensaios de TFPI estão disponíveis em alguns laboratórios de pesquisa ou especializados, mas a utilidade 
clínica da medição não é clara.

Moléculas que têm como alvo a proteína C ativada (APC): a APC, em conjunto com o cofator proteína S, inativa o 
FVa e o FVIIIa para impedir a geração adicional de trombina. FV Leiden é uma mutação p.Arg506Gln (c.1691G>A) 
no sítio primário de clivagem da APC no FV ativado. A presença de FV Leiden retarda a inativação 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 estão sendo investigadas em estudos clínicos. Foi relatado que um anticorpo monoclonal humanizado que 
inibe a proteína C ativada restabelece a hemostasia em camundongos hemofílicos (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 não 
a proteína C precursora (Baglin et al, 2023). Ensaios de proteína C e APC estão disponíveis rotineiramente em muitos 
laboratórios terciários de hemostasia, caso seja necessária a medição para o monitoramento de medicamentos.

Moléculas que têm como alvo a proteína S: a proteína S é um cofator para TFPI e APC que agem restringindo a 
geração de trombina. Foi relatado que o uso de um pequeno RNA interferente que tem como alvo a proteína S 
melhora a hemostasia em camundongos com hemofilia (Prince et al, 2020), e um anticorpo contra a proteína S tem 
sido usado para potencializar a terapia de reposição de FIX na geração de trombina em pacientes com hemofilia B 
(Wilson et al, 2024). Proteína S livre e proteína S total, que também medem a proteína S complexada com o regulador 
do complemento, proteína de ligação C4b, estão rotineiramente disponíveis em muitos laboratórios terciários de 
hemostasia, caso seja necessária a medição para o monitoramento de medicamentos.

Ensaios de geração de trombina: os ensaios de geração de trombina (TG) são ensaios globais que conseguem avaliar 
o potencial hemostático geral e destacar hiper ou hipocoagulabilidade no plasma (Ninivaggi et al, 2021). Existem 
diversos ensaios cromogênicos ou fluorogênicos de TG, internos e comerciais, que comumente desencadeiam a TG 
usando fator tecidual, FXIa ou FIXa. Em razão da falta de padronização, há baixa correlação entre eles (Devreese 
et al, 2007). Apesar dessas questões, ensaios de TG são frequentemente utilizados em estudos farmacêuticos para 
avaliar o efeito de novas moléculas na hemostasia.
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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 
são anticorpos IgG policlonais contra FVIII ou FIX e principalmente da subclasse IgG4 de alta afinidade (Montalvão 
et al, 2015). Os inibidores neutralizam o concentrado de fator administrado ao paciente, dificultando a prevenção e o 
tratamento de sangramentos (Pratt et al, 2021). O surgimento de inibidores é resultado de um processo de múltiplas 
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 exposição. Na hemofilia B 
grave, a incidência cumulativa de desenvolvimento de inibidores é menor do que na hemofilia A grave e chega a 
4%–5% 9 a 11 dias após a exposição (Ljung et al, 2019). O tratamento de sangramento agudo em pacientes com 
inibidores depende do título do inibidor. Pacientes com baixa título de inibidor (<5 UB/mL) podem ser tratados com 
terapia de reposição padrão, concentrado de fator, embora sejam necessárias doses mais altas para anular os efeitos 
neutralizantes do inibidor. Para pacientes com inibidores de alto título (>5 UB/mL), as únicas terapias eficazes para tratar 
o sangramento são os agentes de bypass (Ljung et al, 2019). Os três agentes de bypass disponíveis usados na hemofilia 
A e B são (1) concentrado de complexo de protrombina ativado (aPCC), (2) duas formas de FVII ativado recombinante 
(rFVIIa) e (3) FVIII suíno recombinante. Medicamentos hemostáticos recentemente desenvolvidos, como anticorpos 
biespecíficos humanizados (por exemplo, emicizumabe), RNA de interferência (por exemplo, fitusiran) e agentes anti-
inibidor do fator tecidual (anti-TFPI), entre outros, estão disponíveis em alguns países para prevenir sangramentos. A 
indução de tolerância imunológica (ITI) é usada para erradicar inibidores e envolve injeções intravenosas frequentes 
de concentrado de fator ao longo de um período de meses. Na hemofilia A, a ITI é eficaz em cerca de 65 a 70% dos 
pacientes. O monitoramento do título do inibidor desses pacientes é essencial para avaliar e gerenciar o protocolo. A 
investigação laboratorial do inibidor deve ser realizada por meio do método de Bethesda modificado. Embora esse 
teste tenha alto CV, é o teste de referência utilizado para titular anticorpos inibitórios. Em alguns casos, triagem de 
inibidores utilizando o teste de TTPA pode ser realizada antes da titulação dos anticorpos. Contudo, em razão das 
limitações do teste, resultados negativos não devem ser usados para excluir a possível presença de um inibidor. Mais 
informações podem ser encontradas no capítulo 6 deste manual. Uma alternativa à triagem de anticorpos contra 
FVIII ou FIX é o uso de um teste imunológico. Diversos ensaios imunológicos foram estudados e, embora sejam mais 
sensíveis do que os testes funcionais, não diferenciam entre anticorpos inibitórios e não inibitórios e, portanto, ainda 
não são úteis na prática clínica para detectar ou monitorar inibidores funcionais. No entanto, estudos demonstraram 
que os anticorpos da subclasse IgG4 estão correlacionados com inibidores funcionais de FVIII e FIX (Awasthi et al, 
2022; Montalvão et al, 2015; Moorehead et al, 2015).

Diferentes Cinéticas de Anticorpos: diferentes cinéticas de anticorpos podem afetar a análise dos dados e, 
consequentemente, levar a interpretações errôneas. Quando os inibidores de FVIII ou FIX agem em um teste de inibição 
de forma dose-dependente, como inativando completamente o FVIII ou o FIX, esses inibidores são denominados 
inibidores do “Tipo I”. Inibidores que demonstram comportamento cinético mais complexo são geralmente chamados 
de inibidores do “Tipo II”, inativando o FVIII de forma incompleta. Os inibidores do tipo I geralmente se desenvolvem 
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em pacientes com hemofilia A ou B congênita em resposta ao concentrado de FVIII ou FIX, enquanto os inibidores 
do tipo II geralmente ocorrem em pacientes com hemofilia adquirida ou hemofilia A leve. Os inibidores do tipo I 
de FVIII são dependentes do tempo e da temperatura porque seu alvo, o FVIII, está complexado com sua proteína 
transportadora, o FVW. Os inibidores de FIX não são dependentes do tempo e da temperatura.

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

Coleta e envio de amostras: as amostras para os ensaios de inibidores de FVIII e FIX são coletadas em citrato 
trissódico 3,2% (0,105–0,109 M), o mesmo tipo de amostra usado na maioria dos testes de coagulação. O sangue total 
citratado deve ser centrifugado em até 4 horas após a coleta de sangue, e a centrifugação deve ser de 1500 g por 15 
minutos. Amostras de plasma positivas para inibidores de FVIII e FIX, não sangue total, podem ser armazenadas em 
temperatura ambiente por 1 semana ou congeladas a -70°C e armazenadas por até 15 anos. É importante lembrar 
que, diferentemente dos procedimentos tradicionais de análise de coagulação, nesse tipo de amostra, é o anticorpo 
que deve ser preservado. Essa informação é muito útil para laboratórios que precisam enviar amostras para outro 
laboratório para teste, pois o transporte não depende de gelo seco.

Aquecimento das amostras: amostras de pacientes utilizadas para detecção de inibidores podem conter FVIII ou FIX 
exógeno devido a infusões recentes de concentrado de fator, como: (1) profilaxia, (2) tratamento de sangramento, (3) 
terapia de ITI ou (4) FVIII ou FIX endógeno se o teste for realizado em hemofilia leve ou moderada. A presença de 
FVIII ou FIX exógeno pode afetar significativamente a detecção de inibidores, com subestimação do título do inibidor 
e resultados falso-negativos (Batty et al, 2014; De Lima Montalvão et al, 2015). O aquecimento das amostras por 30 
minutos a 56°C dissocia o complexo antígeno-anticorpo e desnatura o fator. Para padronizar o teste, recomenda-se 
que todas as amostras de teste sejam sempre pré-aquecidas, mesmo que não se espere a presença de FVIII ou FIX 
exógeno. O procedimento de aquecimento deve ser seguido por uma etapa de centrifugação, de 2 minutos a 4000 
g, para remover os resíduos no plasma causados pelo aquecimento. Essa etapa de aquecimento das amostras para 
o teste de inibidores não foi avaliada em relação a todos os produtos disponíveis para tratamento de pacientes. 
Portanto, para cada produto de FVIII ou FIX molecularmente modificado, deve ser demonstrado se FVIII ou FIX residual 
se deteriora devido ao procedimento de aquecimento. Emicizumabe não é destruído pela etapa de pré-aquecimento, 
porém os inibidores de FVIII podem ser medidos na presença de emicizumabe usando o método cromogênico de FVIII 
bovino. Vale lembrar que alguns pacientes usam concentrado de fator e emicizumabe concomitantemente, por isso o 
tratamento térmico é necessário.

Diluição da amostra: para titular o inibidor, o teste deve ser realizado com várias diluições do plasma de teste. A 
maneira como o fator de diluição é selecionado não se limita a um número específico, pois depende do conhecimento 
do título anterior do inibidor.

Pool de Plasma Normal para Teste de Inibidor: para avaliar a atividade do inibidor na amostra de teste, é necessário 
apresentar uma fonte “externa” de FVIII 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 período de armazenamento ou ao produzir um novo lote. Um pool de plasma 
normal deve ser usado para garantir que o nível de FVIII ou FIX esteja próximo de 1 UI/mL (100%). Um nível mais baixo 
de fator no pool de plasma normal pode resultar em superestimação do título do inibidor, enquanto um nível mais alto 
de fator pode resultar em subestimação do título do inibidor. Um desvio máximo de 5% de 1 UI/mL de FVIII ou FIX no 
pool de plasma normal é aceitável. A fonte externa de FVIII ou FIX pode ser produzida pela preparação do pool de 
plasma normal ou a partir de uma fonte comercial e pode ser congelada ou liofilizada. Um mínimo de 20 doadores é 
sugerido para obter plasma com nível de FVIII ou FIX próximo de 1 UI/mL. O FVIII é um fator de coagulação termolábil, 
o que significa que durante incubação de 2 horas a 37°C, haverá perda significativa da atividade de FVIII causada por 
uma alteração no pH. Para estabilizar o pH durante a incubação, o plasma normal usado deve ser tamponado. Isso 
pode ser feito usando tampão imidazol ou tampão HEPES.

Protocolo para o Teste de Inibidores de FVIII e FIX: em 1975, Kasper et al. descreveram um método para determinar 
inibidores de FVIII 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 modificação do ensaio de Bethesda, com algumas diferenças: (1) a 
introdução de um pool tamponado para melhorar a estabilidade do FVIII durante a incubação, 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 referência para o teste de inibidor de FVIII (Verbruggen et al, 1995). O teste de inibidor é um método indireto e 
baseia-se no princípio da inativação do fator de coagulação de uma fonte externa conhecida pelo inibidor presente na 
amostra de teste durante um período de incubação. Uma unidade Bethesda é definida como a quantidade de inibidor 
que neutralizará 50% de uma unidade de FVIII adicionada em 2 horas a 37°C.

Reagentes e equipamentos:

•	 Tampão de diluição (parte 1)
•	 Tampão imidazol ou HEPES (abaixo)
•	 Pool de plasma normal (parte 2)
•	 Plasma deficiente em FVIII
•	 Cefalina (reagente de TTPA)
•	 Tubos plásticos

Tabela 22. Tampão imidazol ou HEPES

Tampão

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

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

Método: prepare diluições do plasma de teste em tubos plásticos até um volume final de 0,2 mL usando o tampão 
de diluição. As diluições necessárias para cada paciente podem variar. Um ponto de partida sugerido seria começar 
com uma amostra não diluída e depois realizar diluições de 1/2, 1/4, 1/8, etc.

Observação: se o paciente já tiver realizado um ensaio de inibidor, o nível pode fornecer uma indicação aproximada 
de quais diluições devem ser utilizadas. Pipete 0,2 mL de plasma deficiente em FVIII para outro tubo plástico. Este 
servirá como tubo de controle.

Observação: no ensaio de Bethesda original, tampão imidazol foi usado para preparar uma mistura de controle 
com o pool de plasma normal. No ensaio de Nijmegen, o tampão imidazol é substituído por plasma deficiente em 
FVIII. Algumas diferenças foram observadas entre o uso de plasma deficiente em fator imunodepletado, plasma 
quimicamente depletado e plasma congenitamente deficiente. Essas diferenças podem ser causadas pela ausência 
ou presença de FVW no plasma, presença de anticorpos ou presença de fragmentos de FVIII. Como o FVW está 
presente no pool de plasma normal, não é necessário que o diluente da mistura de controle também contenha FVW 
e, para reduzir custos, o plasma deficiente em fator pode ser substituído por albumina sérica bovina (BSA) a 4%. A 
BSA tamponada a 4% é um substituto confiável e econômico para plasma de FVIII ou FIX e favorece a padronização 
do método.

	9 Adicione 0,2 mL de pool de plasma normal tamponado ao tubo de controle e às diluições de plasma de 
teste. O nível de FVIII de todos os tubos será de aproximadamente 0,5 UI/mL. Isso significa que o pool de 
plasma normal tamponado contém 1 UI/mL de FVIII.

	9 Tampe, misture e incube todos os tubos a 37°C por 2 horas.
	9 Após 2 horas, transfira todos os tubos para um banho de gelo, a menos que o ensaio de FVIII seja 
realizado imediatamente.

	9 Realize o teste de FVIII em todas as misturas de incubação usando o método habitual de ensaio de FVIII, 
método de um estágio ou método cromogênico (Parte 6).

	9 Leia o FVIII residual de cada mistura de teste, usando o controle como 100% (0,5 UI/mL).
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Figura 8. Procedimentos do ensaio de inibidor

Resultados e interpretação: a diluição que fornece FVIII residual mais próximo de 50%, mas dentro da faixa de 
25% a 75%, é escolhida para o cálculo do inibidor. Qualquer FVIII residual <25% ou >75% não deve ser usado 
nos cálculos do nível de inibidor. Um gráfico de % de FVIII residual versus unidades de inibidor pode ser feito em 
papel log-log a partir da definição da unidade de inibidor. Leia o nível de inibidor correspondente ao FVIII residual 
para cada mistura de teste e corrija a diluição. Por exemplo, se o valor mais próximo de 50% do fator residual foi 
constatado na diluição de 1/4 (ou seja, na mistura 1/4 + pool normal), o resultado, que será próximo de 1 Unidade 
Bethesda (UB), deve ser multiplicado por 4.

	9 Diluição de 1/4 + pool normal
	9 FVIII residual = 50%
	9 Unidade de inibidor (do gráfico) = 1 UB
	9 Multiplicação pelo fator de diluição (1/4) = 4 UB

Observação: o ensaio de inibidor baseia-se na determinação 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 coagulação de um estágio. No entanto, o teste de inibidores por meio desse ensaio apresenta limitações. 
A formação de coágulo neste teste pode ser afetada, por exemplo, pelo anticoagulante lúpico (inibidores não 
específicos da coagulação) e por medicamentos como o emicizumabe. Uma alternativa para evitar esses problemas 
é o uso de um método cromogênico. Outra vantagem do uso de um método cromogênico em vez de um ensaio de 
coagulação é a maior exatidão dos resultados. Uma amostra de paciente não diluída com atividade residual >75% 
pode ser relatada como <0,4 UB/mL. Para inibidores de FVIII, o Comitê Científico e de Padronização (SSC) da ISTH 
recomenda considerar um resultado ≥0,6 UB/mL como positivo. Além da curva de calibração, o título do inibidor 
pode ser calculado usando a fórmula: (2-log %RA)/0,301. No caso de um inibidor do tipo I, a curva do plasma de 
teste de um paciente mostra paralelismo com a curva de calibração. Não paralelismo com a curva de calibração 
indica um padrão de inibidor do tipo II com cinética diferente. Para inibidores com cinética tipo II, use a menor 
diluição que se aproxime de 50% da atividade residual para o cálculo final do título do inibidor.

Ensaio de inibidor de fator

Parte 1

Parte 2

56ºC 30 minutos
4000 g 2 minutos

fator exógeno desnaturado

Diluições da amostra: 
1/2; 1/4; 1/8

Plasma de paciente

Mistura de teste
Incubação a 37ºC
FVIII: 2 horas
FIX: 15 minutos

Pool de plasma normal Amostra de controle 

anticorpos livres do teste

Mistura de controle

Cálculo do título do inibidorMedição de fator
-Um estágio
-Cromogênico
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Porcine Anti-FVIIII

The method for porcine FVIII inhibitors is essentially the same as for human 
inhibitors, except in the source of FVIII. This should be of porcine origin, 
but to date a reliable source of plasma porcine FVIII is not widely available. 
Therefore, porcine concentrate diluted in hemophilic plasma (human) to a 
concentration of 1 U/ml is used.

Note: If the residual FVIII is between 80% and 100% for a sample that was incubated 
undiluted with the porcine concentrate, it is interpreted as no inhibitor being present. 
Although plasma-derived porcine FVIII is not currently in use, a recombinant porcine 
FVIII concentrate is under development at the time of writing.

Figure 34.1. Relationship between residual FVIII and inhibitor titre
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Figura 9. Cálculo de atividade de fator residual

Observações: os inibidores funcionais da hemostasia mais frequentemente encontrados são os anticoagulantes 
lúpicos, que não são direcionados contra fatores de coagulação específicos e cuja presença deve ser excluída 
antes da realização de testes para inibidores de fatores específicos. A quantificação do título do inibidor é realizada 
em laboratório, preferivelmente por meio do ensaio de Bethesda modificado por Nijmegen Bethesda, pois 
essa modificação oferece maior especificidade e sensibilidade em comparação ao ensaio de Bethesda original. 
Resultados positivos para inibidor de FVIII abaixo de 2,0 UB podem ser confirmados com o método cromogênico, 
que apresenta menor interferência analítica e maior exatidão em comparação ao método de um estágio. O método 
cromogênico também é a melhor opção se houver suspeita de anticoagulantes lúpicos na amostra de teste ou se 
a amostra contiver anticoagulantes terapêuticos, como heparina ou inibidores diretos de FXa ou FIIa. Anticorpos 
anti-FVIII não neutralizantes que não são detectados pelo ensaio de Nijmegen-Bethesda podem ser clinicamente 
relevantes, pois podem aumentar o clearance de FVIII e podem ser medidos por ELISA.

Ensaios de Inibidores do Fator de von Willebrand: a DVW é considerada o distúrbio hemorrágico hereditário 
mais comum conhecido em humanos, com prevalência populacional de 1% e prevalência sintomática de 1 em 
1000 (Bowman et al, 2010). As opções de tratamento incluem a infusão de concentrados de FVW, que geralmente 
também contêm FVIII, administrados para prevenir ou tratar episódios hemorrágicos. Aloanticorpos contra FVW 
apresentam prevalência entre 7 e 9,5% (James et al, 2013; Pagliari et al, 2023). Nesses casos, o tratamento com 
concentrados de FVW é ineficaz, e episódios de anafilaxia foram relatados com exposição subsequente ao FVW 
(James et al, 2013). Como já sabemos, a deficiência 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 têm como alvo diferentes epítopos da molécula de FVW. Por 
esse motivo, a detecção 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 FVW em um 
paciente politransfundido. O inibidor de FVW foi medido usando um método análogo ao método de Bethesda 
para inibidores de FVIII (Sarji et al, 1974). Embora não haja padronização na identificação de inibidores de FVW, 
o método de Bethesda tem sido utilizado pela maioria dos laboratórios (Favaloro et al, 2022), com a diferença de 
utilizar métodos que avaliam a atividade do FVW em vez do teste de FVIII ou FIX. Atualmente, existem diferentes 
tipos de métodos disponíveis para detecção 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 detecção desses inibidores (Favaloro et al, 2022). Os anticorpos contra FVW não têm a característica de serem 
dependentes do tempo e da temperatura, podendo ser avaliados imediatamente após o teste de mistura (Sarji 
et al, 1974). O método clássico do cofator de ristocetina, que avalia a interação do FVW com plaquetas fixadas 
na presença de ristocetina, assim como o método de avaliação de colágeno e o método de ganho de função, 
são opções que já foram avaliadas e demonstraram ser métodos com boa sensibilidade e estabilidade, apesar 
de apresentarem resultados diferentes conforme discutido acima. Outros métodos disponíveis ainda não foram 
avaliados para esse tipo de investigação. Métodos imunológicos também foram descritos e detectam anticorpos 
neutralizantes e não neutralizantes. Em relação ao desenvolvimento de autoanticorpos que caracterizam a DVW 
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adquirida, pacientes com neoplasias mieloproliferativas (NMPs) são um subgrupo que apresenta complicações 
hemorrágicas relacionadas à atividade do FVW. Resultados falsos são observados em amostras de pacientes com 
NMPs, dependendo da tecnologia aplicada. A investigação laboratorial de inibidores de FVW caracterizados 
por aloanticorpos e autoanticorpos deve ser realizada com cautela, tendo em vista as diferentes possibilidades 
metodológicas. O desempenho de todos os métodos modernos atualmente disponíveis ainda não está claro 
(Noye et al, 2024; Favaloro et al, 2022).

Anticorpo Antidroga (ADA) no Laboratório de Coagulação - Emicizumabe: emicizumabe é um anticorpo 
biespecífico que se liga a FIX/FIXa e FX/FXa humanos e age como mimético da função do FVIII. No entanto, não 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 referência, independentemente 
dos reagentes utilizados). Emicizumabe afeta todos os testes e ensaios laboratoriais baseados em TTPA. Emicizumabe 
também interfere nos ensaios cromogênicos que medem FVIII usando FIXa e FX humanos, mas não naqueles que 
usam FIXa e FX de origem bovina (Bowyer et al, 2021; Jenkins et al, 2020). Emicizumabe pode ser medido e 
relatado em μg/mL por meio de ensaio de um estágio modificado com maior diluição de amostra e calibrado com 
calibradores específicos para emicizumabe. Anticorpos antidroga (ADAs) podem se desenvolver após uma dose 
única ou administração repetida de uma proteína terapêutica e podem afetar a farmacocinética, a farmacodinâmica, 
a eficácia e/ou a segurança dessa proteína terapêutica. Estudos que avaliam as características de ADA em pacientes 
tratados com emicizumabe mostram que o teste de TTPA pode ser prolongado em conjunto com episódios 
hemorrágicos na presença de anticorpos com ação neutralizante (Novembrino et al, 2023; Valsecchi et al, 2021). 
Nesse caso, quando o nível de emicizumabe foi medido, mostrou redução significativa. A atividade neutralizante 
desses anticorpos não foi claramente identificada em métodos funcionais, mesmo no ensaio de Bethesda modificado 
(Kaneda et al, 2021). O nível da unidade Bethesda identificada parece ser menor do que o esperado em comparação 
ao teste que mede o nível de emicizumabe. O papel dos testes funcionais para ADA ainda não foi estabelecido, mas 
eles podem ser complementares à medição do nível plasmático do medicamento nesses casos. A WFH recomenda 
a medição dos níveis de emicizumabe por meio de ensaio de um estágio modificado com maior diluição da amostra 
e calibrado com calibradores específicos para emicizumabe (Srivastava et al, 2020).
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Investigação Laboratorial de Doença de Von 
Willebrand, Tulasi Geevar
Nitty S. Mathews e Annette Bowyer

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 8

	9 Ensaios de Atividade de Ligação Plaquetária do FVW 
- Nitty S. Mathews

	9 Antígeno de Von Willebrand - Tulasi Geevar
	9 Ensaio de Ligação do Fator de Von Willebrand ao 

Colágeno - Tulasi Geevar
	9 Ensaio de Ligação ao Fator VIII - Tulasi Geevar
	9 Multímeros do Fator de Von Willebrand - Annette 

Bowyer

	9 Interpretação dos Testes de Von Willebrand - Tulasi 
Geevar

	9 Variáveis Pré-analíticas no Diagnóstico de DVW - 
Tulasi Geevar

	9 Testes no Repertório para Diagnóstico de DVW - 
Tulasi Geevar

	9 Diagnóstico de Doença de Von Willebrand no 
Cenário de Poucos Recursos - Tulasi Geevar

Ensaios de Atividade de Ligação Plaquetária do FVW (Ensaios de Atividade do FVW): com todas as diretrizes 
utilizando a relação VWF:RCo/VWF:Ag para determinar se o paciente tem DVW tipo 1 (quantitativa) ou tipo 2 
(qualitativa), o papel da atividade de ligação de VWF:glicoproteína Ib (GPIb) é de extrema importância na classificação 
da DVW. Um painel de diretrizes multidisciplinares estabelecido pela American Society of Hematology (ASH) 
[Sociedade Americana de Hematologia], ISTH, National Hemophilia Foundation [Fundação Nacional de Hemofilia] 
(NHF, agora National Bleeding Disorders Foundation (NBDF) [Fundação Nacional de Distúrbios Hemorrágicos]) 
e WFH sugere a realização de ensaios mais recentes que medem a atividade de ligação plaquetária do FVW (por 
exemplo, VWF:GP1bM e VWF:GP1bR) em vez do ensaio convencional de cofator de ristocetina do FVW (VWF:RCo) 
[Recomendação 4] (James et al, 2021). O painel considerou que os novos ensaios apresentaram benefícios moderados, 
refletindo o menor CV e a maior reprodutibilidade em comparação com VWF:RCo. O ensaio de VWF:GP1bR requer a 
presença de ristocetina adicionada e, portanto, pode estar sujeito aos mesmos problemas que o ensaio de VWF:RCo 
em relação aos polimorfismos de ligação à ristocetina. Entretanto, ele utiliza um fragmento de GP1b recombinante 
em vez de plaquetas. Em contraposição, o ensaio de VWF:GPIbM utiliza uma molécula de GPIbα recombinante que 
contém diversas mutações de ganho de função; consequentemente, essa variante de GP1b liga-se ao domínio A1 
do FVW mesmo na ausência de ristocetina (Laffan et al, 2014). Em um estudo de EQA de 2022 sobre o programa de 
testes de proficiência 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 
ligação VWF:GP1b relatou que a sensibilidade e a especificidade para diferenciar entre DVW tipo 1 e tipo 2, com base 
nas relações atividade/antígeno 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 disponíveis comercialmente

Aviso geral: os kits de reagentes/protocolos listados abaixo foram validados em um ou mais analisadores de 
coagulação pelo fabricante para otimizar o desempenho do produto e atender às especificações do produto. 
Modificações definidas pelo usuário podem não ser compatíveis, pois podem afetar o desempenho do sistema 
e os resultados do ensaio. É de responsabilidade do usuário validar modificações nessas instruções ou o uso dos 
reagentes em analisadores que não estejam incluídos nas Fichas de Aplicação ou nas Instruções de Uso específicas 
do fabricante.

Ensaios de atividade do FVW automatizados: 

Ensaio do cofator de ristocetina do FVW (VWF:RCo): diluições de um padrão (cujo valor do cofator de ristocetina 
é conhecido) são preparadas e misturadas com plaquetas liofilizadas, de modo que uma quantidade conhecida de 
cofator seja adicionada às plaquetas. A agregação induzida por ristocetina é então medida e uma curva padrão é 
traçada. As amostras de teste são tratadas de forma semelhante e o valor do cofator de ristocetina é calculado a 
partir do gráfico do padrão. Amostra primária: Plasma citratado.

Reagentes:

	9 Plaquetas liofilizadas fixadas (Reagente de BC von Willebrand5, Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, 
Alemanha)

	9 Solução salina normal
	9 Plasma de calibração
	9 Plasma de paciente e plasmas de controle (controle normal [por exemplo: plasma de controle N] e controle 
anormal de nível baixo [por exemplo: plasma de controle P])

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

	9 Água destilada

Atividade do FVW 
– nomenclatura da 
ISTH Princípio Ensaios Método de detecção

VWF:RCo Agregação de plaquetas 
liofilizadas induzida por 
ristocetina

1. Siemens Reagente de BC von 
Willebrand (Siemens, Marburg, 
Alemanha)

2. STA-VWF:Rco

(Diagnostica Stago, França)

Aglutinação de plaquetas 
liofilizadas

VWF:GP1bR Ligação de FVW a um 
fragmento de GPIb 
recombinante induzida por 
ristocetina

1. HemosIL Atividade do Cofator 
de Ristocetina do FVW

2. HemosIL AcuStar Atividade do 
Cofator de Ristocetina do FVW 

(Instrumentation Laboratory, 
Bedford, MA, EUA)

Aglutinação de esferas de látex

2. Quimioluminescência

VWF:GP1bM Ligação de FVW a um fragmento 
de GPIb com mutação de ganho 
de função sem ristocetina

Siemens Innovance VWF Ac

(Siemens, Marburg, Alemanha)

Aglutinação de esferas de látex

VWF:Ab Ligação de anticorpo 
monoclonal a um epítopo do 
domínio A1 do FVW (sítio de 
ligação plaquetária)

HemosIL Atividade do FVW

(Instrumentation Laboratory, 
Bedford, MA, EUA)

Aglutinação de esferas de látex
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Preparação dos reagentes:

	9 Primeiro reconstitua o reagente de Von Willebrand com 4 mL de água destilada e dilua com 7 mL de solução 
salina. Verifique a contagem de plaquetas, que deve estar entre 2.000.000 e 2.050.000/cumm. Adicione 50,0 
μL de reagente de ristocetina para 950 μL de plaquetas.

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

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

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

Procedimento:

	9 Os reagentes necessários (plaquetas liofilizadas com ristocetina), solução salina normal e calibrador são 
carregados no analisador de coagulação.

	9 A curva padrão é executada.
	9 Após o término da calibração, a curva de calibração deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva 
de calibração utilizada na determinação dos resultados.

	9 Analise a amostra de teste.

Protocolo de CQ:

Analise o controle normal (plasma de controle N) e o controle anormal de nível baixo (plasma de controle P).

Observação: Os controles e o plasma calibrador precisam ser adquiridos separadamente.

Possível interferência:

	9 Plaquetas não diluídas corretamente.
	9 Alteração na concentração de ristocetina.

Interpretação dos resultados:

Os resultados são relatados em %.

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

Ensaio de VWF:GPIbR (HemosIL® AcuStar Atividade do Cofator de Ristocetina do FVW6; Instrumentation Laboratory, 
MA, EUA): este ensaio é um imunoensaio de duas etapas que quantifica a atividade de VWF:RCo em plasma humano 
citratado, utilizando partículas magnéticas como fase sólida e um sistema de detecção quimioluminescente. Na 
primeira etapa, a amostra é misturada com o tampão de ensaio contendo ristocetina e as partículas magnéticas são 
revestidas com um fragmento recombinante do receptor plaquetário glicoproteína de FVW (rGPIbα) por meio de 
um anticorpo monoclonal específico que orienta o fragmento de GPIbα de forma adequada a interagir com o FVW 
da amostra de paciente na presença de ristocetina. O FVW presente na amostra liga-se às partículas magnéticas 

Grupo sanguíneo % de normalidade

Todos (n = 185) 58–172  

O 49–142

A+B+AB 66–183
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de maneira proporcional à atividade do seu cofator de ristocetina. Após separação magnética e lavagem, um 
anticorpo monoclonal anti-FVW marcado com isoluminol é adicionado e incubado em uma segunda etapa. Após 
nova separação magnética e lavagem, dois acionadores são adicionados e a reação quimioluminescente resultante 
é medida em unidades relativas de luz (RLUs) pelo sistema óptico ACL AcuStar. Isso é proporcional à concentração 
da atividade de VWF:RCo na amostra.

Amostra primária: plasma citratado.

Reagentes (composição do kit):

	9 Cartucho de VWF:RCo para 25 determinações

Cada cartucho contém 1 frasco de suspensão de partículas magnéticas revestidas com rGP1bα por meio de um anticorpo 
monoclonal de camundongo específico, 1 frasco de tampão 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 estão em tampão citrato ou HEPES contendo BSA, IgG de camundongo, estabilizantes e conservantes.

	9 Calibrador 1 de VWF:RCo: Solução salina de HEPES contendo BSA, IgG de camundongo, estabilizantes e 
conservantes.

	9 Calibrador 2 de VWF:RCo: Plasma humano liofilizado contendo tampão, estabilizantes e conservantes.

Preparação/procedimento:

	9 Inverta o cartucho suavemente 30 vezes, evitando a formação de espuma.
	9 Após a ressuspensão completa das micropartículas, coloque o cartucho sobre uma superfície sólida e remova 
cuidadosamente a aba de transporte do cartucho.

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

	9 Assim que o cartucho estiver firme, carregue-o no instrumento.
	9 Os frascos de calibrador diluído são transferidos para os respectivos tubos plásticos com código de barras e 
carregados no analisador (ACL AcuStar).

	9 A curva padrão é executada.
	9 Após o término da calibração, a curva de calibração deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva 
de calibração utilizada na determinação dos resultados.

	9 Analise a amostra de teste.

Controle de qualidade:

	9 Recomenda-se o uso de dois controles de nível (adquiridos separadamente).
	9 Cada laboratório deve estabelecer sua própria média e desvio padrão.

Rastreabilidade de calibradores e controles:

Os valores relatados foram determinados em múltiplas execuções no sistema ACL AcuStar, utilizando lotes 
específicos de reagentes e em relação a um padrão interno, cujo valor foi atribuído em relação ao material de 
referência internacional atual para FVW e FVIII.

Resultados:

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

Observação: recomenda-se que cada laboratório estabeleça suas próprias faixas normais de VWF:RCo, dependendo 
da população atendida e da técnica, método e equipamento utilizados. Linearidade: 0,5–200,0%. Limite de 
detecção: 0,17%.

Ensaio de VWF:GPIbM (Innovance® VWF Ac; Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemanha): o princípio do 
ensaio utiliza a ligação do FVW ao seu receptor GPIb. Partículas de poliestireno são revestidas com um anticorpo 
contra GPIb. GPIb recombinante (incluindo duas mutações de ganho de função) é adicionado e se liga ao anticorpo, 
bem como ao FVW da amostra. Devido às mutações de ganho de função, a ligação do FVW ao GPIb não requer 
ristocetina. Essa ligação do FVW induz aglutinação de partículas, que pode ser medida como aumento na extinção 
por medições turbidimétricas.

Amostra primária: plasma citratado.

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

Preparação/procedimento:

	9 Os reagentes (RI, RII e RIII), o tampão imidazol e o calibrador são carregados no analisador.
	9 A curva padrão é executada.
	9 Após o término da calibração, a curva de calibração deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva 
de calibração utilizada na determinação dos resultados.

	9 Analise a amostra de teste.

Calibração: uma curva padrão é gerada pela determinação automática de diferentes diluições de plasma humano 
padrão e tampão veronal de Owren. A curva padrão deve ser gerada novamente se houver alteração no instrumento 
ou no lote de Innovance® VWF Ac utilizado, ou se os resultados do controle estiverem fora da faixa aceitável. A 
calibração do ensaio é realizada com plasma humano padrão, calibrado em relação ao valor de VWF:RCo do padrão 
internacional para coagulação sanguínea (FVIII e FVW no plasma).

Amostras inicialmente acima da faixa de calibração são diluídas pelo instrumento, resultando em uma faixa de 
medição de até 600% do normal.

Controle de qualidade:

	9 Os controles (dois níveis) devem ser adquiridos separadamente
	9 Faixa normal: Plasma de controle N
	9 Faixa patológica: Plasma de controle P

Tipo sanguíneo ABO Número de amostras testadas
HemosIL AcuStar VWF:RCo 
(VWF:GP1bR)

Todos 287 45,6 – 176,3%

O 163 43,8 – 161,5%

A+B+AB 124 53,8 – 210,8%

Innovance® VWF Ac Ingredientes Concentração Origem

REAGENTE I Tampão, sacarose, partículas de poliestireno revestidas 
com anticorpos monoclonais anti-GPIb, anfotericina B, 
gentamicina

2,2 g/L Camundongo

REAGENTE II Solução salina tamponada, reagente bloqueador 
heterofílico, detergente, polivinilpirrolidona, azida sódica

<1 g/L

REAGENTE III Solução salina tamponada, GPIb recombinante, 
anfotericina B, gentamicina

≤80 mg/L
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Resultados:

	9 Os resultados são relatados como % de normalidade
	9 100% = 1 UI/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

Observação: recomenda-se que cada laboratório estabeleça suas próprias faixas normais de VWF:RCo, dependendo 
da população atendida e da técnica, método e equipamento utilizados.

Linearidade: 4 a 150%

Limite de detecção: 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 partículas de látex que quantifica a atividade do FVW no plasma. A 
atividade do FVW é determinada pela medição do aumento da turbidez produzido pela aglutinação do reagente 
de látex. Um anticorpo monoclonal anti-FVW específico adsorvido no reagente de látex, direcionado contra o sítio 
de ligação plaquetária do FVW (receptor GPIb), reage com o FVW do plasma do paciente. O grau de aglutinação 
é diretamente proporcional à atividade do FVW na amostra e é determinado pela medição da diminuição da luz 
transmitida causada pelos agregados.

Amostra primária: plasma citratado.

Reagentes (composição do kit):

	9 Reagente de látex: suspensão liofilizada de partículas de látex de poliestireno revestidas com anticorpo 
monoclonal de camundongo anti-FVW purificado, direcionado contra um epítopo funcional do FVW, 
contendo albumina sérica bovina, estabilizantes e conservantes.

	9 Tampão: tampão tris contendo albumina sérica bovina, estabilizantes e conservantes.

Preparação:

	9 Tampão: pronto para uso
	9 Reagente de látex: dissolva o conteúdo de cada frasco despejando todo o conteúdo de um frasco de tampão 
em um frasco de reagente de látex. Recoloque a tampa e agite suavemente por no mínimo 20 segundos até 
dissolver completamente o látex liofilizado. Certifique-se da reconstituição completa do produto. Ele deve 
se apresentar na forma de suspensão homogênea e levemente leitosa. Mantenha o reagente a 15–25°C por 
30 minutos e inverta para misturar antes de usar. Não agite. Observação: Evite a formação de espuma ao 
homogeneizar os reagentes reconstituídos. Bolhas na superfície dos líquidos podem interferir nos sensores 
de líquido do instrumento.

Controle de qualidade: plasma de calibração, controles normal e anormal (adquiridos separadamente) são 
recomendados para um programa completo de controle de qualidade. Controle Normal e Controle de Teste Especial 
Nível 1 são projetados para este programa. Cada laboratório deve estabelecer sua própria média e desvio padrão.

Resultados: os resultados da atividade do FVW são relatados em % de normalidade.

Grupo sanguíneo Número 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
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Tabela 27. Valores esperados para o ensaio de VWF:Ab HemosIL® Atividade do FVW

Observação: em razão das inúmeras variáveis que podem afetar os resultados, cada laboratório deve estabelecer 
sua própria faixa normal para a atividade do FVW.

	9 Linearidade: 19–130%
	9 Limite de detecção: 3,2%

Antígeno de Von Willebrand (VWF:Ag): o ensaio de VWF:Ag é um ensaio quantitativo que mede a quantidade total de proteína 
FVW presente na amostra, que inclui formas funcionais e disfuncionais. Os níveis de VWF:Ag podem ser quantificados por 
métodos imunológicos que incluem ELISA, imunoensaio de látex (LIA) automatizado e, mais recentemente, imunoensaio 
quimioluminescente (CLIA). Os ensaios de VWF:Ag são geralmente muito confiáveis e reprodutíveis. O limite inferior de 
detecção varia entre os ensaios, com o LIA tendendo a ter um limite ligeiramente mais alto e os ensaios CLIA com o menor 
limite de detecção. O VWF:Ag é um teste essencial no diagnóstico de DVW, mas é limitado, pois avalia apenas a presença 
de FVW e não avalia sua função. Usado isoladamente, o VWF:Ag só consegue identificar a DVW tipo 3 quando há níveis 
indetectáveis de VWF:Ag, geralmente inferiores a 3 UI/dL. De acordo com as diretrizes da British Society for Haematology 
(BSH) [Sociedade Britânica de Hematologia] e da United Kingdom Haemophilia Centre Doctors’ Organisation (UKHCDO) 
[Organização de Médicos de Centros de Hemofilia no Reino Unido], o diagnóstico de DVW tipo 3 requer um ensaio de 
VWF:Ag capaz de medir níveis <1 UI/dL. Outros ensaios funcionais ou de atividade do FVW com cálculo das razões entre 
atividade e antígeno do FVW são necessários para o diagnóstico e a diferenciação de DVW tipo 1 e tipo 2. A faixa normal 
do valor de VWF:Ag varia de acordo com o laboratório, mas é geralmente aceita entre 50 e 200 UI/dL. Níveis abaixo de 
50 UI/dL são considerados baixos, embora precisem ser correlacionados com o histórico de sangramento e outros ensaios 
de atividade do FVW para o diagnóstico de DVW. Sabe-se que indivíduos com tipo sanguíneo O apresentam redução de 
25% nos níveis de FVW em comparação com indivíduos do grupo sanguíneo não O e, portanto, têm maior probabilidade 
de serem diagnosticados com DVW tipo 1. No entanto, o fenótipo de sangramento de indivíduos com DVW é semelhante, 
independentemente do grupo sanguíneo. Portanto, faixas de referência específicas para ABO não são necessárias. O 
protocolo para o ensaio ELISA de VWF:Ag por ELISA, LIA e CLIA está listado abaixo.

Antígeno de Von Willebrand (VWF:Ag) por ELISA: ensaio ELISA para a determinação quantitativa de antígeno do FVW 
(VWF:Ag) em plasma humano citratado. Um poço de microtitulação é revestido com um anticorpo (anticorpo de captura) 
específico contra FVW. Diluições de plasma de teste e padrão são adicionadas e incubadas, durante as quais o FVW se liga 
ao anticorpo de captura na placa. Após a lavagem, um segundo anticorpo anti-FVW marcado com enzima (anticorpo de 
detecção) é adicionado e se liga ao FVW ligado à placa. A quantidade de anticorpo ligado e, portanto, de FVW presente na 
amostra, é quantificada pela adição de substrato enzimático seguido pelo desenvolvimento de cor. Amostra primária: 3,2% 
de sangue citratado.

Materiais e Reagentes:

	9 Placa de microtitulação
	9 Anticorpo de captura/revestimento: Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano (Dako, código nº 0082)
	9 Anticorpo de detecção/marcação: Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano/HRP (Dako, código nº 0226)
	9 Tampão de revestimento de bicarbonato
	9 Tampão de diluição
	9 Tampão de lavagem
	9 Tampão de substrato
	9 Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma P8287)
	9 H2SO4 1,5 M
	9 Calibrador: PNP ou plasma comercial padrão
	9 PPP citratado de paciente

Grupo sanguíneo Número de amostras testadas % de atividade do FVW 

O 132 40,3 – 125,9

A+B+AB 134 48,8 – 163,4
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	9 Plasma de controle normal e anormal
	9 Peróxido de hidrogênio a 30%
	9 Lavadora e leitor de placas ELISA
	9 Pipetas e ponteiras
	9 Banho-maria a 37°C
	9 Seladores de placas
	9 Misturador vortex

Preparação dos reagentes:

Tampão de revestimento de bicarbonato:

a.	 Carbonato de sódio (Na2CO3): 0,16 g
b.	 Bicarbonato de sódio (NaHCO3): 0,294 g
c.	 Dissolva em água destilada e complete o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 9,6.
d.	 Adicione aproximadamente 100 μL de corante vermelho. Prazo de validade de 2-3 semanas.

Tampão estoque concentrado:

a.	 Dihidrogenofosfato de sódio (NaH2PO4.2H2O): 0,975 g
b.	 Hidrogenofosfato dissódico (Na2HPO4.12H2O): 6,7 g
c.	 Cloreto de sódio (NaCl): 70,55 g

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

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

Tampão de marcação e diluição: dissolva 3 gramas de PEG em 100 mL de tampão de lavagem com alto teor de sal. 
Adicione 100 µL de corante verde. Prazo de validade de 2 semanas.

Tampão de substrato: dissolva 0,73 g de ácido cítrico e 2,4 g de hidrogenofosfato dissódico em água destilada e complete 
o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 5,0. Prazo de validade de 2 meses.

Ácido sulfúrico 1,5 M: adicione 16,5 mL de ácido sulfúrico concentrado a 180 mL de água. Sempre adicione o ácido 
à água.

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 tampão COAT, ou seja, 12 μL em 12 mL 
de tampão COAT. Misture delicadamente e adicione 100 μL a cada poço. Sele com plástico e incube a 40°C durante a noite.

Procedimentos do ensaio: prepare diluições para a curva padrão, conforme mostrado:

	9 Para preparar a solução estoque: dilua 50 μL do pool de plasma normal em 3,95 mL de tampão de diluição 
(1,80). Prepare uma série de padrões a partir desse estoque, conforme mostrado abaixo:

a.	 Solução estoque 125% (S1)
b.	 0,8 mL de estoque + 0,2 mL de tampão 100% (S2)
c.	 0,6 mL de estoque + 0,4 mL de tampão 75% (S3)
d.	 0,4 mL de estoque + 0,6 mL de tampão 50% (S4)
e.	 0,2 mL de estoque + 0,8 mL de tampão 25% (S5)
f.	 0,1 mL de estoque + 0,9 mL de tampão 12,5% (S6)
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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 T1 T1 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

Diagnóstico de Hemofilia e Outros Distúrbios Hemorrágicos: Manual de Laboratório

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

	9 Dilua amostras de paciente e controle em 2 diluições, 1:100 e 1:200, em tampão de diluição (ou seja, 10 μL 
em 990 μL e 500 μL de tampão diluído 1:100 + 500 μL).

	9 Lave três vezes com tampão de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imersão de 
três minutos entre cada lavagem. Após a última aspiração, retire o excesso de líquido e verifique se não há bolhas.

	9 Adicione 100 μL de padrões, testes e brancos, em duplicata, aos poços da placa revestida utilizando o seguinte 
formato:

S1-S7 - diluições do padrão; T – plasma de teste; BK - branco

	9 Cubra com selante de placa. Incube por 1 hora em banho-maria a 37°C.
	9 Lave três vezes com tampão de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imersão de três 
minutos entre cada lavagem. Após a última aspiração, retire o excesso de líquido e verifique se não há bolhas.

	9 Dilua o anticorpo de detecção/marcação de FVW 1:4000 (ou seja, 5 μL em 20 mL de tampão de marcação).
	9 Misture delicadamente e adicione 100 μL de anticorpo de marcação diluído a cada poço. Cubra com selante de 
placa. Incube por 1 hora em banho-maria a 37°C.

	9 Lave três vezes com tampão de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imersão de três 
minutos entre cada lavagem. Após a última aspiração, retire o excesso de líquido e verifique se não há bolhas.

	9 Durante a lavagem, prepare a solução de substrato da seguinte forma: dissolva um comprimido de OPD de 10 
mg em 15 mL de tampão de substrato. Deixe a solução preparada atingir a temperatura ambiente. Imediatamente 
antes do uso, adicione 7 μL de peróxido de hidrogênio a 30%.

	9 Usando um cronômetro, adicione 100 μL da solução de substrato a cada poço. Incube por 8-10 minutos em bancada.
	9 Interrompa a reação adicionando 100 μL de H2SO2 1,5 M a cada poço EXATAMENTE no mesmo intervalo de tempo 
em que o substrato foi adicionado. Agite a placa para misturar.

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

	9 Para calcular os resultados: leia a diluição 1:100 diretamente da calibração, multiplique a diluição 1:200 por dois e 
calcule a média dos resultados. Inclua apenas os resultados que se enquadrarem na curva padrão.

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

Interpretação dos resultados: os resultados são relatados como % ou UI/dL.

Antígeno de Von Willebrand por LIA automatizado: LIA automatizado é usado para a determinação quantitativa de 
antígeno do FVW (VWF:Ag) em plasma humano citratado. Esse é o método mais comumente utilizado para estimar os níveis 
de VWF:Ag. O kit de VWF:Ag automatizado é um ensaio imunoturbidométrico com partículas de látex que quantifica VWF:Ag 
no plasma. Quando o plasma contendo VWF:Ag é misturado com o reagente de látex e o tampão de reação incluídos no 
kit, as partículas de látex revestidas se aglutinam. O grau de aglutinação é diretamente proporcional à concentração de 
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VWF:Ag na amostra e é determinado pela medição da diminuição da luz transmitida causada pelos agregados. Existem 
vários kits de ensaio de VWF:Ag baseados em LIA disponíveis comercialmente. O protocolo abaixo é para o kit HemosIL 
VWF:Ag da Instrumentation Laboratories, mas outros ensaios também podem ser usados. A inclusão desse método não 
constitui endosso do produto de uma empresa específica. Caso use uma fonte comercial diferente, é importante seguir as 
instruções do fabricante.

Reagentes e Materiais:

	9 Reagente de látex: 2 frascos de 3 mL de suspensão de partículas de látex de poliestireno revestidas 
com anticorpo policlonal de coelho direcionado contra FVW, contendo albumina sérica bovina, tampão, 
estabilizante e conservante

	9 Tampão de reação: 2 frascos de 4 mL de tampão HEPES contendo albumina sérica bovina, estabilizantes 
e conservantes

	9 Diluente de fator (tampão imidazol)
	9 Plasma calibrador (1 litro de plasma calibrador)
	9 PPP citratado de paciente
	9 Plasma de controle normal e anormal (nível baixo)
	9 Água destilada para reconstituição dos reagentes

Preparação dos reagentes, armazenamento e estabilidade dos reagentes:

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

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

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

	9 Reagente de látex: adicione 2 mL de tampão de reação e misture bem sem bolhas de ar. Após aberto, 
permanece estável por 3 meses a 2–8°C no frasco original ou por 1 semana a 15°C no ACL Top Family. Não 
congele.

	9 Tampão de reação: após aberto, permanece estável por 3 meses a 2–8°C no frasco original ou por 1 semana 
a 15°C no ACL Top Family. Não congele.

Detalhes da calibração: carregue os reagentes apropriados (látex de VWF:Ag, tampão de VWF:Ag, calibrador e diluente 
de fator) no analisador automático. Selecione o programa de calibração e execute-o. Assim que a calibração for concluída, 
analise os resultados. Se não houver erros/falhas e a calibração for aceitável, valide a curva de calibração. A calibração 
é realizada quando há alteração nos números de lote dos reagentes ou nos principais componentes do instrumento, 
conforme as exigências regulatórias locais ou a critério do laboratório.

Protocolo de controle de qualidade: execute pelo menos dois níveis de controle (controle normal e controle anormal) 
junto com cada execução. Cada laboratório deve estabelecer sua própria média e desvio padrão, além de estabelecer 
um programa de controle de qualidade.

Procedimento: selecione o programa apropriado no instrumento e mantenha os reagentes necessários (látex de VWF:Ag, 
tampão de VWF:Ag e diluente de fator). Carregue as amostras e execute conforme as instruções do fabricante.

Resultados: os resultados são relatados em % ou UI/dL.

Faixa normal:

	9 Grupo sanguíneo O: 42,0–140,8 UI/dL
	9 Grupos sanguíneos A, B e AB: 66,1–176,3 UI/dL
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Limite de detecção:

	9 ACL Family: 3,5 UI/dL
	9 ACL Top Family/ACL Top Family 5 series: 2,2 UI/dL

Linearidade:

	9 ACL Family: 10–150 IU/dL
	9 ACL Top Family/ACL Top Family 5 series: 8,5–250 IU/dL
	9 Se a faixa linear for excedida, as amostras devem ser diluídas 1:4 com diluente de fator (100 μL de amostra 
+ 300 μL de diluente). Diluições adicionais até 1:16 podem ser realizadas, se necessário. Multiplique os 
resultados pelo respectivo fator de diluição.

Antígeno de Von Willebrand por CLIA automatizado: CLIA automatizado é usado para a determinação 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 sólida e um sistema de detecção 
quimioluminescente. Na primeira etapa, a amostra é misturada com partículas magnéticas revestidas com anticorpo 
policlonal anti-FVW e tampão de ensaio. O FVW presente na amostra liga-se às partículas magnéticas revestidas com anti-
FVW. Na segunda etapa, após separação magnética e lavagem, adiciona-se um anticorpo policlonal anti-FVW marcado 
com isoluminol. A reação quimioluminescente é medida em unidades relativas de luz, que são diretamente proporcionais 
à concentração 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 detecção. Atualmente, o VWF:Ag pelo método CLIA é oferecido apenas pelo HemosIL 
Acustar VWF:Ag e pode ser executado apenas no instrumento ACL Acustar.

Composição dos reagentes:

O kit de VWF:Ag é composto por:

a.	 Cartucho de VWF:Ag para 25 determinações: cada cartucho contém 1 frasco de suspensão de partículas 
magnéticas liofilizadas revestidas com anticorpo policlonal de coelho anti-FVW, 1 frasco de tampão 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 estão em tampão fosfato contendo albumina sérica bovina, IgG 
policlonal de coelho, estabilizantes e conservantes.

b.	 Calibrador 1 de VWF:Ag: contém solução salina com conservantes.
c.	 Calibrador 2 de VWF:Ag: 2 frascos de plasma humano liofilizado contendo tampão, estabilizantes e 

conservantes.

Preparação e procedimento:

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

Calibrador 1 de VWF:Ag: é líquido e deve ser misturado por inversão suave várias vezes antes do uso para garantir a 
homogeneidade do calibrador.

Calibrador 2 de VWF:Ag: dissolva o conteúdo do frasco com 1 mL de água do tipo reagente de laboratório clínico 
(CLR) ou equivalente. Recoloque a tampa e agite suavemente. Certifique-se da reconstituição completa do produto. 
Mantenha o calibrador a 15–25°C por 30 minutos e inverta-o suavemente para misturar antes do uso. Não agite. Após 
a reconstituição, despeje todo o conteúdo do frasco do calibrador no tubo plástico vazio, devidamente rotulado e com 
código de barras, para uso no Sistema ACL AcuStar.
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Armazenamento e estabilidade dos reagentes:

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

Cartucho de VWF:Ag: a estabilidade após 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 após abertura e/ou reconstituição no ACL AcuStar é de 4 horas. Para 
estabilidade ideal, remova os calibradores do sistema e armazene-os a 2-8°C em tubos plásticos com código de barras 
tampados.

Protocolo de controle de qualidade: execute pelo menos dois níveis de controle (controle normal e controle anormal) 
junto com cada execução. Cada laboratório deve estabelecer sua própria média e desvio padrão, além de estabelecer 
um programa de controle de qualidade.

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

Resultados: os resultados são relatados em % ou UI/dL.

Faixa normal:

Todos os grupos sanguíneos: 52,2–177,9 UI/dL

Grupo sanguíneo O: 48,2–157,2 UI/dL

Grupos sanguíneos A, B e AB: 59,6–210,5 UI/dL

Limite de detecção:

ACL AcuStar: 0,13 IU/dL

Linearidade:

ACL Family: 0,3–400 IU/dL

Quando a função de repetição do instrumento é ativada, o instrumento realiza uma diluição automática e corrige o 
resultado final para o fator de diluição (20x), expandindo assim a faixa para 8000 UI/dL. O ensaio não é afetado pelo 
efeito prozona.

Ensaio de Ligação do Fator de Von Willebrand ao Colágeno (VWF:CB): o FVW é uma proteína plasmática com diversas 
funções e atividades. O FVW age como uma ponte adesiva entre as plaquetas e a parede dos vasos. Liga-se às plaquetas, 
principalmente por meio do receptor GPIb, utilizando seu domínio A1, e ao colágeno subendotelial, principalmente 
por meio do domínio A3, promovendo a adesão plaquetária. A capacidade de ligação plaquetária do FVW pode ser 
avaliada utilizando o ensaio do cofator de ristocetina (VWF:RCo) ou outros ensaios de ligação do GPIb mais recentes, 
sendo o ensaio de atividade do FVW mais comumente utilizado. Porém, VWF:RCo e VWF:CB avaliam diferentes funções 
do FVW. VWF:CB depende da capacidade do FVW de aderir ao colágeno e é dependente da presença de multímeros 
de alto peso molecular (HMW) e um sítio de ligação ao colágeno intacto. O colágeno tem baixa afinidade por domínios 
de ligação do FVW únicos e requer FVW multimérico grande para associação estreita com o colágeno. Essa propriedade 
do VWF:CB é utilizada para detectar perda de multímeros de HMW, o que pode diferenciar entre o tipo 2A/2B (perda de 
multímeros de HMW) e o tipo 2M (distribuição de multímeros normais). As recentes diretrizes sobre DVW de 2021 sugerem 
o uso de análise de multímeros 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 estão disponíveis 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 partículas magnéticas atuam como fase sólida e são revestidas com peptídeo 
de tripla hélice de colágeno tipo III. O FVW presente na amostra liga-se às partículas magnéticas proporcionalmente à sua 
capacidade de ligação ao colágeno, medida por um sistema de detecção 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 colágeno previamente revestido em placas de microtitulação de 96 poços. 
O FVW adsorvido ao colágeno imobilizado é detectado por um anticorpo policlonal marcado com enzima e subsequente 
reação de substrato, que é monitorada fotometricamente com um leitor de ELISA. É melhor usar uma mistura de ~95% 
de colágeno tipo I (ligação fraca ao FVW) e ~5% de colágeno tipo III (boa ligação ao FVW) para obter boa seletividade 
para FVW de HMW. Alternativamente, uma concentração menor de colágeno tipo III (1–5 µg/mL) também pode ser 
usada. Níveis reduzidos de VWF:CBA estarão presentes em indivíduos com defeitos quantitativos ou qualitativos. Como 
esse ensaio isoladamente não permitirá a classificação da DVW, é importante que esse ensaio funcional seja realizado em 
conjunto com o ensaio de VWF:Ag e VWF:RCo.

Amostra primária: sangue citratado.

Materiais e reagentes:

	9 Colágeno com uma mistura de ~95% de colágeno tipo I/~5% de colágeno tipo III (Horm Collagen, 
colágeno ICN)

	9 Tampão de diluição e tampão de lavagem (PBS com Tween 20)
	9 Tampão de substrato: tampão acetato de sódio/ácido cítrico 0,1 M
	9 Peróxido de hidrogênio (H2O2) a 30%
	9 Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano conjugado com HRP (Dako)
	9 Placas de microtitulação EIA de 96 poços
	9 PPP citratado de paciente, PNP e plasma de controle anormal
	9 H2SO4 2 M
	9 Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD)

Preparação dos reagentes:

PBS (pH 7,4) com Tween 20:

a.	 Cloreto de sódio (NaCl): 8,0 g
b.	 Cloreto de potássio (KCl): 0,20 g
c.	 Hidrogenofosfato dissódico (Na2HPO4-12H2O): 2,90 g
d.	 Dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4-H2O): 0,20 g
e.	 Complete o volume até 1,0 L e ajuste o pH para 7,4. Adicione 500 μL de Tween 20.

Tampão de substrato:

Tampão acetato de sódio/ácido cítrico 0,1 M

Dissolva 13,6 g de acetato de sódio em 100 mL de água destilada e ajuste o pH para 6,0 usando ácido cítrico 1 M (52,14 
g por 250 mL de água destilada).

H2SO4 2 M:

Adicione 10,65 mL de H2SO4 concentrado a 89,35 mL de água destilada.
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Procedimento:

	9 Revista as placas de ELISA com colágeno. Misture delicadamente o colágeno por inversão antes do uso. 
Dilua 200 μL de colágeno estoque em 20 mL de PBS, misture bem e, em seguida, adicione 200 μL a cada 
poço. Sele e mantenha em caixa úmida por 24-48 horas.

	9 Lave a placa com PBS três vezes (intervalo de três minutos para cada lavagem). Retire o excesso de 
tampão e verifique se não há bolhas de ar.

	9 Faça uma pré-diluição 1:10 de cada amostra de teste (ou seja, adicione 20 μL de amostra a 180 μL de PBS 
nos tubos de ensaio). Inclua também os controles na execução.

	9 A curva de calibração é executada de 400% a 0%. Identifique os tubos de A a H. Coloque 180 μL de 
tampão em um tubo de ensaio e adicione 120 μL de PNP (tubo A). Adicione 150 μL de tampão dos tubos 
B a G. Dilua os tubos em série, retirando 150 μL do tubo A para o tubo B e até o tubo G.

	9 O tubo H serve como branco. Adicione apenas 200 μL de tampão.
	9 Adicione 180 μL de tampão em todos os poços após lavar as placas revestidas de colágeno três vezes 
(conforme descrito na etapa 2).

	9 Adicione 20 μL de padrão diluído em série de A a G.
	9 Adicione 20 μL de amostra pré-diluída e controles em triplicata.
	9 Sele e incube a 22°C (temperatura ambiente em caixa úmida) por 2 horas.
	9 Lave a placa três vezes com PBS e adicione anticorpo conjugado com peroxidase pré-diluído (diluição 
1:1000, ou seja, 22 μL de anticorpo HRP-TAG anti-FVW para 22 mL de PBS). Adicione 200 μL a cada poço.

	9 Incube por 2 horas em temperatura ambiente.
	9 Lave a placa três vezes com PBS.
	9 Adicione 200 μL de substrato. Para isso, dissolva um comprimido de OPD 10 mg em 22,5 mL de água destilada e 
2,5 mL de tampão de substrato estoque. Adicione 15,0 μL de H2O2 a 30% ao substrato imediatamente antes do uso.

	9 Aguarde 15-20 minutos para o desenvolvimento de cor e adicione 50 μL de H2SO4 2M para interromper a 
reação. Faça 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 nível baixo (Dade P) 
em cada execução. Se disponível, também pode ser incluída uma amostra de paciente sabidamente com DVW. 
Limite de detecção: 0–400%.

Interpretação dos resultados: VWF:CB permite o diagnóstico mais exato de DVW e reduz erros de classificação e 
possíveis diagnósticos omitidos. Estudos demonstraram que as taxas de erro diagnóstico de DVW são reduzidas em 
50% com a adição de VWF:CB a um painel de quatro testes (ou seja, FVIII, ensaios baseados em VWF:RCo ou GPIb, 
VWF:Ag, e VWF:CB) em comparação com o painel de três testes mais comumente utilizado (FVIII, ensaios baseados 
em VWF:RCo ou GPIb, e VWF:Ag).

	9 DVW tipo 1 versus tipo 2: a DVW tipo 1 apresenta níveis reduzidos de VWF:Ag sem discrepância entre 
os ensaios de atividade e antígeno. Portanto, a relação VWF:CB/VWF:Ag e a relação VWF:RCo/VWF:Ag 
estão normais. Uma relação de 0,6 ou 0,7 pode ser usada para determinar a discrepância entre os vários 
ensaios de atividade e antígeno do FVW. Estudos demonstraram que VWF:CB consegue diferenciar o tipo 
1 do tipo 2A/2B melhor do que o ensaio de VWF:RCo.

	9 DVW tipo 2A/2B versus 2M: VWF:CB pode ser usado como substituto na análise de multímeros para 
diferenciar entre DVW tipo 2A/2B e 2M, de acordo com as diretrizes mais recentes de 2021 para DVW. 
A relação VWF:CB/VWF:Ag reduzida sugere perda de multímeros de HMW, que pode ser observada 
na DVW tipo 2A e 2B. Esses pacientes também terão a relação VWF:RCo/VWF:Ag reduzida. DVW tipo 
2M apresentará relação VWF:CB/VWF:Ag normal, mas terá relação VWF:RCo/VWF:Ag reduzida. Um 
subconjunto do tipo 2M com defeito no sítio de ligação ao colágeno pode apresentar relação VWF:CB/
VWF:Ag normal. Embora o VWF:CB baseado em CLIA possa discriminar com exatidão 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 são necessários para confirmar esses achados. VWF:CB baseado em ELISA 
otimizado deve ser utilizado para esse fim.



85Diagnóstico de Hemofilia e Outros Distúrbios Hemorrágicos: Manual de Laboratório

	9 DVW tipo 3 versus DVW tipo 1 grave: VWF:CB possui limite inferior de detecção melhor do que VWF:RCo. 
VWF:CB consegue detectar melhor a ausência de FVW na DVW tipo 3 e a presença de níveis muito baixos 
de FVW na DVW tipo 1 grave.

	9 VWF:CB é uma ferramenta importante no diagnóstico de DVW. Porém, um ensaio de ligação ao colágeno 
apropriado e otimizado deve ser utilizado. A origem e a concentração de colágeno podem afetar os 
resultados. Quando ensaios internos forem utilizados, é melhor usar uma mistura de tipo I/III (~95%/~5%) 
ou então colágeno tipo III em baixas concentrações. 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 combinação 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 cenário com recursos limitados.

Ensaio de Ligação ao Fator VIII para Diagnóstico de Doença de Von Willebrand Normandy: a variante Normandy 
(DVW tipo 2N) da DVW é uma doença autossômica recessiva rara, identificada pela primeira vez em 1989. A doença é 
caracterizada por um defeito no FVW que resulta em capacidade reduzida de ligação ao FVIII, levando ao aumento do 
clearance de FVIII não ligado da circulação. As manifestações clínicas e laboratoriais de pacientes com tipo 2N podem 
se assemelhar às de pacientes com hemofilia A leve/moderada ou portadores de hemofilia A. É provável que alguns 
pacientes com tipo 2N sejam diagnosticados erroneamente, a menos que um ensaio de ligação ao FVIII (VWF:FVIIIB) 
seja realizado para confirmação. A distinção é importante, pois a terapia de reposição com FVW purificado será 
muito mais eficaz do que a reposição de FVIII nesses pacientes. Os padrões de herança das duas doenças também 
são bastante diferentes — autossômico recessivo na DVW tipo 2N e recessivo ligado ao X na hemofilia A. Pacientes 
com tipo 2N são homozigotos (mesmas mutações do tipo 2N) ou heterozigotos compostos (duas mutações do tipo 
2N diferentes ou uma combinação de mutações de DVW 2N e outro tipo). Mutações são comumente observadas 
no domínio D'D3 do FVW. Os níveis de FVIII são leve a moderadamente reduzidos, geralmente na faixa de 5 a 40 
UI/dL. Os níveis de FVIII para VWF:Ag são reduzidos, geralmente <0,7. Os parâmetros de FVW (VWF:Ag, VWF:RCo, 
VWF:CB e análise de multímeros) são geralmente normais, a menos que haja heterozigose composta para outras 
mutações de DVW. Esses últimos pacientes tendem a ser mais sintomáticos. Heterozigotos para o tipo 2N são 
geralmente assintomáticos e apresentam níveis 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 concordância e diferem com base na detecção do ponto final de FVIII residual. Nos dois ensaios, a placa de 
microtitulação é revestida com anticorpo contra FVW. O complexo FVW-FVIII na amostra de paciente é imobilizado 
na placa e o FVIII endógeno é removido com cloreto de cálcio. Uma preparação recombinante de FVIII (rFVIII) 
puro na concentração de 100 UI/dL é adicionada. A quantidade de rFVIII ligado ao FVW imobilizado é medida por 
ensaio cromogênico (Nesbitt et al, 1996) ou usando anticorpo policlonal anti-FVIII conjugado (Casonato et al, 1998). 
Apenas um ensaio de ligação ao FVIII comercial está disponível (Asserachrom:FVIIIB, Diagnostica Stago). Aqui, 
descrevemos o método baseado em ELISA interno semelhante ao descrito por Casonato et al (1998).

Amostra primária: sangue citratado.

Materiais e reagentes:

	9 Anticorpo de revestimento: anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano (Dako)
	9 Anticorpo primário: IgG purificada de ovelha anti-FVIII humano, 10 mg/mL
	9 Anticorpo de marcação: anticorpo de burro anti-IgG de ovelha AffiniPure conjugado com peroxidase 
(Jackson Immunoresearch)

Como alternativa, se disponível, anticorpo anti-FVIII conjugado com HRP pode ser usado diretamente em substituição 
ao anticorpo primário e ao anticorpo de marcação.

	9 Cloreto de cálcio 0,4 M
	9 Tampão de revestimento de bicarbonato
	9 Tampão TBS e tampão de diluição
	9 Tampão de lavagem
	9 Tampão de substrato
	9 Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD)
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	9 Ácido sulfúrico (H2SO4) 2 M
	9 Ácido clorídrico
	9 Concentrado de FVIII (recombinado)
	9 Plasma de teste citratado pobre em plaquetas 
	9 Pool de plasma normal, controles

Preparação dos reagentes:

Tampão de revestimento de bicarbonato:

a.	 Carbonato de sódio (Na2CO3): 0,16 g
b.	 Bicarbonato de sódio (NaHCO3): 0,294 g
c.	 Complete o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 9,6. Prazo de validade de 2-3 semanas.
d.	 Adicione aproximadamente 200 μL de corante vermelho.

Prepare tampão TBS 150 mM conforme indicado:

a.	 Cloreto de sódio, NaCl: 11,68 g
b.	 Base TRIZMA: 12,12 g
c.	 Dissolva em 1800 mL de água. Complete o volume até 2000 mL. Ajuste o pH para 7,4 com ácido clorídrico.

Tampão de diluição: dissolva 1 g de albumina sérica bovina (BSA) em 100 mL de tampão TBS e Tween 20 a 0,2%. 
São necessários cerca de 100 mL por placa.

Tampão de lavagem: adicione Tween 20 a 0,2% ao TBS. Adicione 2 mL de Tween 20 a 1000 mL de TBS.

Cloreto de cálcio 0,4 M: dissolva 0,588 g de CaCl2 em 10 mL de tampão de diluição.

Tampão de substrato:

a.	 Ácido cítrico. H2O: 0,73 g
b.	 Hidrogenofosfato dissódico (Na2HPO4.12H2O): 2,4 g
c.	 Complete o volume até 100 mL com água 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 tampão de substrato.

Ácido sulfúrico 2 M: adicione 10,65 mL de H2SO4 concentrado a 89,35 mL de água destilada.

Concentrado de FVIII (recombinado) diluído: reconstitua o recombinado em 1 mL de água deionizada e divida em 
alíquotas de 500 µL em frascos e armazene congelado a -80°C.

Procedimento:

Revestimento das placas:

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

Diluição dos padrões:

	9 Para preparar a solução estoque, dilua 50 μL de PNP em 3,95 mL de tampão de diluição (1:80).
	9 Prepare uma série de padrões a partir deste estoque.

a.	 Solução estoque 	 125% (S1)
b.	 0,8 mL de estoque + 0,2 mL de tampão 	 100% (S2)
c.	 0,6 mL de estoque + 0,4 mL de tampão 	 75% (S3)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A S1 S1 T1 T1 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 T11 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 S6 S6 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 -
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d.	 0,4 mL de estoque + 0,6 mL de tampão	 50% (S4)
e.	 0,2 mL de estoque + 0,8 mL de tampão	 25% (S5)
f.	 0,1 mL de estoque + 0,9 mL de tampão	 12,5% (S6)
g.	 0,05 mL de estoque + 0,95 mL de tampão	 0,25% (S7)
h.	 1,00 mL de tampão	 Branco

Diluição de amostras de pacientes e controles: dilua amostras de pacientes e controles 1:100 em tampão de diluição 
(10 μL de amostra + 990 μL de tampão).

Procedimento do ensaio:

	9 Lave a placa três vezes com o tampão de lavagem. Retire o excesso de tampão e verifique se não há 
bolhas de ar.

	9 Adicione 100 μL dos padrões e brancos em duplicata e testes em triplicata aos poços das placas usando 
o seguinte formato.

S1-S7 - diluições do padrão; T – plasma de teste; BK - branco

	9 Sele a placa. Incube por 1 hora em banho-maria a exatamente 37°C.
	9 Lave a placa três vezes com o tampão de lavagem. Retire o excesso de tampão e verifique se não há 
bolhas de ar.

	9 Para remover o FVIII endógeno, incube com 100 μL/poço de CaCl2 0,4 M por 1 hora em banho-maria a 
37°C. Não é necessário agitar.

	9 Lave a placa novamente com tampão de lavagem três vezes. Retire o excesso de tampão.
	9 Descongele um dos frascos congelados de concentrado de FVIII (recombinado). Adicione 400 μL de 
concentrado de FVIII a 9,6 mL de tampão de diluição (concentração de ~100 UI/dL).

	9 Adicione 100 μL de FVIII diluído a cada poço. Incube por 1 hora a 37°C.
	9 Lave a placa com tampão de lavagem três vezes. Retire o excesso de tampão.
	9 O anticorpo primário é dividido em alíquotas de 25 μL e armazenado a –80°C. Faça uma diluição de 
1:2000 do anticorpo primário em tampão de diluição (5 μL em 10 mL). Recoloque a alíquota do anticorpo 
imediatamente no freezer para uso futuro.

	9 Adicione 100 μL de anticorpo primário diluído a cada poço. Incube por 1 hora a 37°C.
	9 Lave a placa com tampão de lavagem três vezes. Retire o excesso de tampão.
	9 O anticorpo de marcação é dividido em alíquotas de 10 μL e armazenado a –80°C. Faça uma diluição 
de 1:5000 do anticorpo de marcação em tampão de diluição (2 μL em 10 mL). Recoloque a alíquota do 
anticorpo imediatamente no freezer para uso futuro.

	9 Adicione 100 μL de anticorpo de marcação diluído a cada poço. Incube por 1 hora a 37°C.
	9 Lave a placa com tampão de lavagem três vezes. Retire o excesso de tampão.
	9 A solução de substrato é preparada apenas durante a última etapa de lavagem. Imediatamente antes do 
uso, adicione 7 μL de H2O2 a 30% a essa solução.

	9 Adicione 100 μL da solução acima a cada poço. Acione o cronômetro. Incube por 8-10 minutos.
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	9 Interrompa a reação adicionando 50 μL de H2SO4 2M a cada poço exatamente no mesmo intervalo de 
tempo em que o substrato foi adicionado.

	9 Selecione o programa apropriado (492 nm) no leitor de placas ELISA. Faça as leituras de OD.

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

Interpretação dos resultados: os resultados são expressos em UI/dL. Limites de detecção: menos de 6,25% a mais de 175%.

	9 Homozigotos ou heterozigotos compostos para o tipo 2N: VWF:FVIIIB ausente ou acentuadamente 
reduzido (<15%) e relações VWF:FVIIIB/VWF:Ag muito baixas (<0,3). Os níveis de FVIII:C estão leve a 
moderadamente reduzidos, geralmente variando de 5 a 40 UI/dL. As relações FVIII:C/VWF:Ag também 
estão reduzidas, geralmente <0,7. Essa relação pode ser normal, especialmente em heterozigotos 
compostos com mutações quantitativas/nulas de FVW e tipo 2N. Portanto, ensaio de VWF:FVIIIB ou teste 
genético pode ser necessário se a suspeita clínica for grande.

	9 Heterozigotos para o tipo 2N: VWF:FVIIIB moderadamente reduzido ou mesmo normal, mas a relação 
VWF:FVIIIB/VWF:Ag está reduzida (<0,7). Os níveis de FVIII:C geralmente estão normais ou levemente reduzidos.

	9 Hemofilia A leve ou mulheres portadoras de hemofilia: níveis de FVIII:C reduzidos ou normais. Ensaio de 
VWF:FVIIIB normal e relação VWF:FVIIIB/VWF:Ag normal (>0,7).

Multímeros do Fator de Von Willebrand: o FVW é uma grande glicoproteína multimérica que circula no plasma como 
uma série de subunidades poliméricas idênticas, denominadas multímeros. Os multímeros podem ser liberados de forma 
constante pelas células endoteliais ou armazenados nos corpúsculos de Weibel-Palade nas plaquetas. Os multímeros 
compreendem um número variável de subunidades (de 500 kDa a mais de 10.000 kDa de peso molecular) ligadas 
por ligações dissulfeto. Os multímeros são categorizados de acordo com o tamanho em multímeros de baixo (1–5 
multímeros), intermediário (6–10 multímeros), alto (11–20 multímeros) e ultragrande (>20 multímeros) peso molecular 
(LMWM, IMWM, HMWM e ULMWM) (Stockschlaeder et al, 2014; James et al, 2021). HMWM são importantes para a 
ligação aos receptores de plaquetas e colágeno durante a hemostasia primária, facilitando a agregação plaquetária. 
Anormalidades na montagem ou no número de multímeros podem levar a complicações hemostáticas. A análise de 
multímeros é útil para a classificação da DVW que, por sua vez, pode orientar o manejo do paciente. A DVW tipo 1 é 
um distúrbio quantitativo parcial que demonstra redução quantitativa dos multímeros 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 deficiências qualitativas do FVW, e a DVW tipo 3 consiste na ausência total de FVW. A DVW 
tipo 2 é subdividida em 4 subtipos:

•	 Tipo 2A, no qual há montagem defeituosa de multímeros, maior sensibilidade à clivagem pela ADAMTS13 
ou menor síntese, levando a redução ou ausência de HMWM.

•	 Tipo 2B é causado por uma mutação de ganho de função que aumenta a ligação do FVW às plaquetas. 
Perda de HMWM é relatada na maioria dos casos, mas não em todos.

•	 Tipo 2M apresenta diminuição da adesão plaquetária ou de colágeno dependente de FVW, com padrão 
normal de multímeros do FVW.

•	 Tipo 2N é causado pela menor afinidade de ligação ao FVIII devido a mutações no sítio de ligação do FVW 
ao FVIII; padrão normal de multímeros do FVW é relatado.

Há algumas exceções; padrões de multímeros normais foram relatados em alguns casos de tipo 2B e, inversamente, 
alguma perda de HMWM foi relatada em alguns casos variantes de tipo 2M. Multímeros ultragrandes do FVW podem ser 
observados na DVW tipo 1C, na PTT e, ocasionalmente, em casos de DVW tipo 2M.

Os métodos tradicionais de visualização de multímeros são complexos, trabalhosos e demorados, envolvendo eletroforese 
em gel de agarose com dodecil sulfato de sódio (SDS) seguida de visualização por Western blotting, imunodetecção 
colorimétrica, autorradiografia, quimioluminescência ou fluorescência. A avaliação dos multímeros pode ser realizada por 
inspeção visual ou por quantificação por densitometria (Platton et al, 2024).
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No momento da redação deste documento, a técnica mais amplamente utilizada com base na participação 
em programas de avaliação externa de qualidade é um ensaio semiautomatizado disponível comercialmente, 
substancialmente mais rápido do que os métodos manuais em gel de agarose com SDS. Esse método para 
detecção e análise da distribuição de multímeros do FVW em plasma humano por eletroforese em gel de agarose 
e imunofixação com o instrumento semiautomatizado Hydrasys 2 da Sebia é descrito abaixo (Bowyer et al, 2018).

Análise de multímeros do FVW com Hydrasys da Sebia: H5VWM e H11VWM são ensaios baseados em gel de agarose 
destinados à separação de proteínas plasmáticas de acordo com seu peso molecular. A separação eletroforética de 
multímeros do FVW é realizada após o tratamento da amostra com um detergente aniônico. Em excesso desse 
detergente aniônico, as proteínas são convertidas em complexos detergente aniônico-proteína. Nesses complexos, 
a conformação original das proteínas é desfeita e todas elas assumem a mesma conformação e a mesma carga 
negativa por unidade de massa. Quando esses complexos detergente aniônico-proteína são submetidos a 
eletroforese em um meio com propriedades de tamisação adequadas, como géis H5VWM ou H11VWM, eles se 
separam de acordo com seu peso molecular. Nos géis H5VWM ou H11VWM, os multímeros do FVW são separados 
e imunoprecipitados com um antissoro anti-FVW específico. As diferentes bandas são então visualizadas no gel 
com um anticorpo marcado com peroxidase e um substrato específico. O ensaio é realizado em duas etapas: 1) 
eletroforese em gel de agarose para separar as proteínas contidas nas amostras de plasma e 2) imunofixação com 
um antissoro anti-FVW para visualizar os diferentes multímeros.

Equipamentos necessários:

•	 Pipetas de 10 mL, 100 μL e 10 μL e ponteiras
•	 Tubos Eppendorf
•	 Banho-maria
•	 Temporizador
•	 Misturador vortex
•	 Lenços de papel
•	 Lenços umedecidos com álcool
•	 Analisador Hydrasys (Sebia, Lisses, França)

Tabela 28. Reagentes para análise de multímeros do FVW com Hydrasys da Sebia

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

Preparação da amostra:

	9 Aqueça um banho-maria pequeno Grant a 45°C.
	9 Descongele o plasma de teste e o 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 necessário).

Reagente Nº do catálogo Estabilidade

Sebia Hydragel 5 ou 11 kit de multímeros VW 4359 Até a data de validade indicada

Sebia Hydragel kit de visualização de multímeros VW 4747 Até a data de validade indicada

Peróxido de hidrogênio a 30% Sigma-Aldrich 216763 
100 mL

Até a data de validade indicada

Solução descolorante

Dilua 5 mL em 5 L de água

4540 (10 frascos de 100 
mL)

Solução de trabalho: 1 semana em 
temperatura ambiente

Hydrasys solução de lavagem 

Dilua 1 frasco em 5 L de água (8 mL em 500 mL)

4541 (10 frascos de 80 
mL)

Solução de trabalho estável até a data 
de validade indicada

CQ normal
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	9 Certifique-se de que o resultado de VWF:Ag seja conhecido antes do início.
	9 Identifique os tubos Eppendorf para pacientes e CQ.
	9 Agite as amostras de teste no vórtex antes do uso. Dilua as amostras com o diluente de amostra do kit 
de multímeros nos tubos Eppendorf de acordo com o VWF:Ag da amostra. O limite de detecção de 
multímeros do FVW é 0,05 UI/mL, o limite de interpretação é 0,11 UI/mL.

	9 Agite no vórtex por 5 segundos.
	9 Incube por exatamente 20 minutos a 45°C em banho-maria.
	9 Retire os tubos Eppendorf do banho-maria, agite no vórtex e deixe em temperatura ambiente por 10 
minutos. Durante esses 10 minutos, prepare a migração.

Preparação da migração

1)	 Ligue o Hydrasys 2 e o VDU. Selecione o programa phoresis: u/n adm p/w sebia.
2)	 Preencha a planilha. Registre os números de lote dos kits, wicks [tiras de papel cromatográfico] e gel.
3)	 Selecione "5 VWF" (programa de migração nº 57) ou 11 VWF (programa nº 58) no menu do instrumento 

(tela à esquerda).

Figura 10. Analisador Hydrasys

4)	 Abra a tampa do módulo de migração, retire o suporte do aplicador e levante o suporte de eletrodos. ***Nunca 
feche a tampa com o suporte levantado***.

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

Figura 11. Analisador Hydrasys

Tiras 
tamponadas

CARREGAMENTO DE GEL DO HYDRASYS 

VWF:Ag (IU/mL) Diluição Diluente de amostra (μL) Plasma (μL)

<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
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6)	 Hydragel 5: Adicione 100 μL de água destilada ao terço inferior do quadro impresso no módulo de migração.
7)	 Hydragel 11: Adicione 200 μL de água destilada ao terço inferior do quadro impresso no módulo de 

migração.
8)	 Abra o gel e limpe o suporte plástico do gel com lenço de papel para remover o excesso de água.
9)	 Coloque o lado do gel voltado para cima no quadro impresso (Figura 12) com os poços na borda mais 

próxima.
10)	 Estenda uma máscara de plástico 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.

11)	 Abaixe com cuidado o suporte de eletrodos sobre o gel e feche o módulo de migração.
12)	 Pressione “start” (►) [iniciar] na tela e confirme. Isso leva 5 minutos.
13)	 O sinal sonoro sinaliza o fim. Abra o módulo de migração e levante o suporte.
14)	 Usando uma pipeta de 10 μL com ponteiras finas, sem tocar na lateral ou no fundo do poço, pipete 

novamente 5 μL de amostra em cada poço. Hydragel 5: adicione o controle de CQ normal ao poço 5. 
Hydragel 11: adicione o controle de CQ normal aos poços 1 e 11.
**Evite bolhas**. Essa parte deve ser concluída em 2 minutos.

15)	 Abaixe com cuidado o suporte de eletrodos e feche o módulo de migração.
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.

Imunofixação 1 (60 minutos)

18)	 Ao sinal sonoro, a seguinte mensagem é exibida: ↓ANTISERUM VWF [antissoro anti-FVW].
19)	 Abra o módulo, levante e remova o suporte de eletrodos. Descarte os wicks e limpe os eletrodos com 

lenço de papel macio e úmido.
20)	 Hydragel 5: Em Z5, misture 2,5 mL de diluente antissoro com 60 μL de antissoro anti-FVW.
21)	 Hydragel 11: Em Z5, misture 5 mL de diluente antissoro com 135 μL de antissoro anti-FVW.
22)	 Remova a máscara e descarte-a. Coloque a máscara de AS VWF amarela sobre o gel.
23)	 Segure a pipeta na vertical. Aplique a mistura de antissoro gradual e cuidadosamente em uma única 

aplicação e **evite bolhas**.
24)	 Feche o módulo de migração 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 máscara e limpe-a com água; recomenda-se o uso de uma escova pequena. Deixe secar.

HYDRAGEL 5

MULTÍMERO DE VON WILLEBRAND

Máscara de 
plástico

Figura 12. Analisador Hydrasys
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Absorção no gel 1 (10 minutos)

Quadro impresso

Gel de agarose

Papel de filtro espesso

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 máscara de lavagem/reidratação laranja.
31)	 Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solução de lavagem vermelha à máscara. **Evite bolhas**.
32)	 Hydragel 11: Adicione 9 mL de solução de lavagem vermelha à máscara. **Evite bolhas**.
33)	 Feche a tampa e pressione “start”.

Absorção no gel 2 (10 minutos)

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

35)	 Feche a tampa e pressione “start”.
36)	 Lave a máscara.

Lavagem intermediária do gel e absorção com papel fino (10 minutos + 5 segundos)

37)	 Abra a tampa. Remova os papéis de filtro e adicione a máscara de lavagem/reidratação laranja.
38)	 Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solução de lavagem intermediária verde.
39)	 Hydragel 11: Adicione 4,5 mL de solução de lavagem intermediária verde.
40)	 Feche a tampa e pressione “start”.
41)	 Abra a tampa e remova a solução de lavagem intermediária verde. Aplique apenas um papel de filtro 

fino. Pressione “start”. Após 5 segundos, remova o papel fino.

Imunofixação 2 (30 minutos)

42)	 Hydragel 5: Misture 4 mL de diluente antissoro com 2 μL de anti-IgG-PER em z5.
43)	 Hydragel 11: Misture 8 mL de diluente antissoro com 4 μL de anti-IgG-PER em z5.
44)	 Aplique a máscara de IgG-PER laranja e adicione a mistura anti-IgG-PER.
45)	 Feche a tampa e pressione “start”.

Absorção no gel 3 (10 minutos)

46)	 Abra a tampa, remova o anti-IgG-PER e descarte. Remova e lave a máscara. 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 máscara de lavagem/reidratação laranja.
49)	 Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solução de lavagem vermelha à máscara. **Evite bolhas**.
50)	 Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solução de lavagem vermelha à máscara. **Evite bolhas**.
51)	 Feche a tampa e pressione “start”.

Absorção no gel 4 (10 minutos)

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

Reidratação do gel 1 (10 minutos)

55)	 Remova os papéis de filtro e adicione a máscara de lavagem/reidratação laranja.
56)	 Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solução de reidratação à máscara. **Evite bolhas**.
57)	 Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solução de reidratação à máscara. **Evite bolhas**.
58)	 Feche a tampa e pressione “start”.

Absorção no gel 5 (10 minutos)

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

Reidratação do gel 2 (10 minutos)

62)	 Remova os papéis de filtro e adicione a máscara de lavagem/reidratação laranja.
63)	 Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solução de reidratação à máscara. **Evite bolhas**.
64)	 Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solução de reidratação à máscara. **Evite bolhas**.
65)	 Feche a tampa e pressione “start”.
66)	 Agite TTF 1 e TTF2 no vórtex.
67)	 Hydragel 5: Adicione 75 μL de TTF1 a 3,0 mL de solvente TTF em z5. Inverta para misturar. Adicione 75 

μL de TTF2, inverta para misturar. Adicione 3 μL de peróxido de hidrogênio (30%), inverta para misturar.
68)	 Hydragel 11: Adicione 150 μL de TTF1 a 6,0 mL de solvente de visualização TTF em z5. Inverta para misturar. 

Adicione 150 μL de TTF2, inverta para misturar. Adicione 6 μL de peróxido de hidrogênio (30%), inverta para misturar.

Visualização (10 minutos)

69)	 Remova a solução de reidratação da máscara. Coloque a máscara de TTF1/TTF2 laranja sobre o gel.
70)	 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”.

Absorção no gel 6 (5 minutos)

73)	 Remova a solução de TTF, depois a máscara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
74)	 Feche a tampa e pressione “start”.
75)	 Lave a máscara com água e use um lenço umedecido com álcool.

Reidratação do gel 3 (5 minutos)

76)	 Remova os papéis de filtro e adicione a máscara de lavagem/reidratação laranja.
77)	 Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solução de reidratação à máscara. **Evite bolhas**.
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78)	 Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solução de reidratação à máscara. **Evite bolhas**.
79)	 Feche a tampa e pressione “start”.

Absorção no gel 7 (5 minutos)

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

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 coloração.
87)	 Abra o suporte do gel e posicione o gel conforme mostrado na Figura 14.

Figura 14. Analisador Hydrasys

Figura 15. Analisador Hydrasys

*Certifique-se de que todas as máscaras sejam lavadas. A máscara de TTP, a unidade de migração do 
Hydrasys e os eletrodos devem ser cuidadosamente limpos com lenços umedecidos com álcool.*

88)	 Feche o suporte e coloque-o no módulo de processamento/coloração do gel.
89)	 Certifique-se de que haja pelo menos 400 mL de solução descolorante e que o recipiente de resíduos 

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

91)	 Remova o gel e o suporte do módulo de processamento/coloração do gel e coloque-os no módulo de 
escaneamento.

92)	 No programa Phoresis, crie uma lista de trabalho usando o ícone      na tabela. Comece no nº 1 e 
adicione os dados do paciente, incluindo SID, nome, data de nascimento, data da amostra, número 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 são o controle normal (CQ).
95)	 Clique em        para abrir a janela de escaneamento de géis e amostras.
96)	 A seguinte janela será aberta:

Nome do programa

Quadro de gel

Figura 16. Analisador Hydrasys

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

98)	 Pressione “start scanning” [iniciar escaneamento].
99)	 Verifique se o scanner identificou corretamente todas as bandas. Em algumas ocasiões, ele não detecta a primeira 

banda de LMWM. Nesse caso, selecione "conservative gel localization mode to rescan the image" [modo de 
localização 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 gráficos de densitometria individuais aparecerão em caixas:

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

Observação: se os resultados não puderem ser avaliados no dia do teste, eles ainda poderão ser obtidos 
retrospectivamente. Abra o programa Phoresis e selecione a data do teste onde a seta preta está na Figura 18 e siga 
as instruções abaixo.

Figura 18. Analisador Hydrasys

Tabela 29. Nível de HMWM e comentário que pode ser adicionado aos resultados

Defina o padrão de referência clicando no 4º ícone em densitometria – seta vermelha. Defina a curva atual como 
padrão de referência. Observação: 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 aparecerá e precisará ser identificada – seta laranja.
104)	 Verifique se os resultados de CQ estão dentro das faixas esperadas. Caso não estejam, não relate os 

resultados do paciente e fale com um funcionário sênior responsável pelos ensaios. Salve os resultados 
(ícone de disquete) e mova para pacientes.

105)	 Repita 111+112 com cada paciente e, para os resultados do paciente, clique para sobrepor o padrão de 
CQ de referência – seta verde.

106)	 Usando as faixas de referência para adultos, decida se a densitometria está normal ou anormal e selecione 
os comentários apropriados na caixa suspensa de comentários (seta roxa). Observe que apenas 1 
comentário pode ser adicionado a cada resultado. O nível de HMWM é o mais clinicamente relevante.

Comentário Valor

SRHMWM (redução discreta de multímeros de alto peso molecular) HMWM 30%-limite inferior da faixa normal

RHMWM (redução de multímeros de alto peso molecular) HMWM 15-30%

GRHMW (grande redução de multímeros de alto peso molecular) HMWM <15%

SIHMWM (aumento discreto de multímeros de alto peso molecular) HMWM >limite superior da faixa normal

SILMWM (aumento discreto de multímeros de baixo peso molecular) LMWM limite superior da faixa normal a 26%

ILMWM (aumento de multímeros de baixo peso molecular) LMWM >26%

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

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

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

110)	 Uma cópia 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 aceitáveis.
113)	 Realize e registre a limpeza mensal, conforme necessário.

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

Interpretação dos testes de von Willebrand: a DVW é o distúrbio hemorrágico hereditário mais comum, com 
prevalência estimada de até 1%. Apenas 10% desses indivíduos são sintomáticos, e 10% deles comparecem 
a hospitais. Uma estimativa conservadora da prevalência é de 100 por milhão de pessoas, com cerca de 80% 
delas em países em desenvolvimento. A DVW é causada por uma deficiência quantitativa e/ou qualitativa 
da proteína plasmática FVW. Ao contrário da maioria dos outros fatores de coagulação, o FVW funciona na 
hemostasia como uma proteína adesiva que se liga a vários ligantes que são componentes críticos do processo 
hemostático. Liga-se ao receptor GPIb das plaquetas e ao colágeno subendotelial, promovendo a adesão 
plaquetária. Também agrega plaquetas ligando-se ao receptor GPIIb/IIIa. Outra função importante do FVW 
é servir como proteína transportadora do FVIII e prevenir a degradação proteolítica do FVIII. Na ausência do 
FVW, a meia-vida do FVIII é reduzida de 8-12 horas para 2 horas. A DVW pode ser classificada em três 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 fenótipos laboratoriais dos diferentes subtipos estão resumidos 
na Tabela 31.

1)	 DVW tipo 1: Deficiência quantitativa parcial de FVW.
2)	 DVW tipo 2: Defeito qualitativo. Uma ou mais funções do FVW são anormais, conforme avaliado pelo 

ensaio de atividade do FVW (descrito abaixo).
a.	 DVW tipo 2A: Perda seletiva ou deficiência de HMWM. Os maiores multímeros são as formas 

funcionalmente mais ativas. A perda seletiva desses multímeros provoca diminuição da adesão 
plaquetária dependente de FVW e da capacidade de ligação ao colágeno.

b.	 DVW tipo 2B: Maior afinidade do FVW pela GPIb plaquetária que leva à ligação espontânea do 
FVW às plaquetas, que é eliminado da circulação, causando perda de HMWM e trombocitopenia. O 
esfregaço periférico também pode mostrar plaquetas grandes e aglomerados de plaquetas. A DVW 
tipo plaquetária (pseudo DVW) também pode apresentar um fenótipo semelhante.

c.	 DVW tipo 2M: Diminuição da adesão plaquetária dependente de FVW sem perda de HMWM. 
Distribuição normal de multímeros.

d.	 DVW tipo 2N: Diminuição da afinidade de ligação do FVW ao FVIII.
3)	 DVW tipo 3: Ausência total/níveis indetectáveis de FVW, geralmente VWF:Ag <3 UI/dL.

Variáveis pré-analíticas no diagnóstico de DVW: questões pré-analíticas podem influenciar significativamente o diagnóstico 
de DVW. O FVW e o FVIII são reagentes de fase aguda que podem aumentar após inflamação, trauma, estresse, gravidez 
e exercício, potencialmente mascarando o diagnóstico 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 diagnóstico 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 

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
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ineficazes ou ciclos repetidos de congelamento e descongelamento) podem comprometer o diagnóstico de DVW. As 
amostras de FVW devem, idealmente, ser coletadas e processadas no mesmo local para evitar esses erros.

Testes no repertório para diagnóstico de DVW:

Testes de triagem

Histórico de sangramento e ferramenta de avaliação de sangramento (BAT): o histórico de sangramento pode ser 
considerado o primeiro teste de triagem na avaliação de um paciente com sintomas de sangramento. O histórico detalhado 
referente a natureza e frequência dos sangramentos, combinado com o histórico familiar, pode fornecer pistas importantes 
para o diagnóstico. Sangramentos mucocutâneos (por exemplo, sangramentos cutâneos, sangramento gengival, epistaxe, 
sangramento de pequenas feridas, sangramento GI e menorragia) são o padrão típico de sangramento observado na DVW. 
Hemartrose é rara e geralmente observada apenas na DVW tipo 3, quando o FVIII está significativamente reduzido. As novas 
diretrizes enfatizam a importância do histórico de sangramento e do uso de BATs. Existem muitas BATs disponíveis, como 
Vicenza, MCMDM-1, Pictorial bleeding assessment chart (PBAC) e Questionário de sangramento infantil. Em 2010, a ISTH 
propôs uma nova BAT que incluía 14 sintomas de sangramento, cada um classificado de 0 a 4. A faixa de referência para a 
BAT da ISTH, obtida a partir de 1040 adultos sadios e 330 crianças, foi <3 para crianças, <4 para homens adultos e <6 para 
mulheres adultas. O principal valor clínico da BAT é excluir um distúrbio hemorrágico. Em um cenário de baixa prevalência, 
Tosetto et al constataram que uma pontuação ≤3 tinha valor preditivo negativo de 99,2%, o que essencialmente descarta 
um distúrbio hemorrágico. A ISTH recomenda o uso de uma BAT validada para triar pacientes com baixa probabilidade 
de DVW (por exemplo, ambiente de atenção primária). No entanto, não é confiável usar BAT quando a probabilidade de 
DVW é intermediária (por exemplo, encaminhamento para hematologista) ou alta (por exemplo, parente de primeiro grau 
com DVW).

Tempo de sangramento cutâneo (SBT): o SBT é um teste in vivo de hemostasia primária que foi descrito pela primeira vez 
pelo médico francês Milian em 1901 e posteriormente modificado por Duke em 1910. A sensibilidade geral do SBT para 
o diagnóstico 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 útil em um cenário com recursos limitados para diferenciar 
hemofilia A de DVW grave.

Analisador de Função Plaquetária 200: o Analisador de Função Plaquetária (PFA100/200, Siemens, Dade Behring, 
Alemanha) é um dispositivo projetado para medir a hemostasia primária em condições de alto cisalhamento. Registra 
o tempo que o sangue total do paciente leva para formar um tampão plaquetário estável 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 níveis de FVW. O PFA 100/200 é um instrumento caro, não disponível na maioria dos países 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 níveis de VWF:Ag.

Ensaios de FVW específicos para diagnóstico de DVW: a classificação da DVW requer testes para quantificar a proteína 
FVW e testes para avaliar a função do FVW. O FVW liga-se a 1) plaquetas e colágeno subendotelial para promover a 
adesão plaquetária, 2) plaquetas ativadas para promover agregação plaquetária, e 3) FVIII para prevenir sua degradação 
prematura. Os ensaios funcionais para DVW avaliam uma ou mais dessas funções do FVW. Uma discrepância entre o ensaio 
funcional e o ensaio de antígeno é sugestiva de defeito qualitativo determinado pelo cálculo da razão entre o ensaio de 
atividade e antígeno do FVW. Uma razão <0,6 ou <0,7 pode ser usada dependendo da preferência do laboratório.

Antígeno de Von Willebrand (VWF:Ag): o ensaio mede a quantidade total de proteína FVW presente na amostra, tanto 
funcional quanto não funcional. A metodologia mais comum utilizada é o LIA automatizado. Métodos baseados em ELISA 
e, mais recentemente, CLIA no instrumento HemosIL 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 às plaquetas e, portanto, são 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 ausência de qualquer tensão de cisalhamento, a 
ristocetina serve de substituto para induzir alterações no FVW e causar aglutinação de plaquetas-FVW. 
O grau de aglutinação é proporcional à quantidade de FVW funcional presente no plasma, que pode ser 
medida por meio de agregômetro ou pelo aumento da turbidez por métodos automatizados. O ensaio 
automatizado de VWF:RCo demonstrou maior precisão e melhor limite de detecção quando comparado 
aos métodos baseados em agregometria.

O ensaio de VWF:RCo tem limitações significativas. O ensaio apresenta alto CV inter e intralaboratorial, com 
potencial de resultados falsamente altos ou falsamente baixos. Além disso, o limite inferior de detecção é alto, 
geralmente 80-20 UI/dL, o que representa um problema na identificação de variantes do tipo 2 quando os 
níveis de VWF:Ag estão baixos. Certos polimorfismos comumente observados na população africana podem 
levar a níveis falsamente baixos de VWF:RCo, mesmo na ausência de DVW.

2)	 VWF:GP1R: esse ensaio é semelhante ao VWF:RCo, no qual as plaquetas são substituídas por micropartículas 
(esferas de látex no LIA [HemosIL] e partículas magnéticas no CLIA [AcuStar]) revestidas com fragmentos 
de GP1b recombinante selvagem. O ensaio apresenta CV e limites inferiores de detecção mais baixos do 
que o ensaio de VWF:RCo original. Sua utilidade clínica na DVW foi demonstrada em vários estudos.

3)	 VWF:GP1M: ao contrário de outros ensaios de FVW dependentes de plaquetas, esse ensaio não utiliza 
ristocetina. As plaquetas são substituídas por fragmentos de GP1b recombinante com mutações de ganho 
de função, aos quais o FVW se liga "espontaneamente". VWF:GP1bM pode ser medido por LIA (ensaio 
Siemens Innovance VWF Ac) ou mesmo por alguns métodos não comerciais baseados em ELISA. O teste 
tem boa reprodutibilidade, baixo limite de detecção e fornece informações comparáveis aos ensaios de 
VWF:RCo e VWF:GP1bR para o diagnóstico de DVW tipo 2.

4)	 VWF:Ab: esse ensaio baseia-se em anticorpos monoclonais direcionados contra o sítio de ligação 
plaquetária (ou seja, GP1b) do FVW. Embora não seja um ensaio verdadeiramente funcional, pode ser 
considerado um substituto para atividade de ligação plaquetária. Diversos estudos demonstraram a 
utilidade do ensaio automatizado de VWF:Ab (HemosIL Atividade do FVW, IL, Bedford, Massachusetts) na 
avaliação inicial e subclassificação 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 não automatizados).

Ensaio de ligação ao colágeno (VWF:CB): o VWF:CB avalia a capacidade do FVW de se ligar ao colágeno e depende 
da presença de HMWM e de um sítio de ligação ao colágeno intacto. Pode ser usado como substituto da análise de 
multímeros para diferenciar o tipo 2A do tipo 2M. A relação VWF:CB/antígeno é normal no tipo 2M e reduzida no 
tipo 2A/2B. O ensaio de VWF:CB demonstrou ser mais eficaz na distinção 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 detecção. VWF:CB pode ser medido por vários ensaios ELISA comerciais e não comerciais e, mais recentemente, 
pelo método CLIA.

Aglutinação plaquetária induzida por ristocetina (RIPA): a resposta de aglutinação à ristocetina em doses normais 
(>1 mg/mL) e baixas (<1 mg/mL) é um dos testes utilizados no diagnóstico de DVW. Embora resposta ausente possa 
ser observada nos subtipos de DVW tipo 3 e grave, sua principal utilidade é na identificação de DVW tipo 2B e 
plaquetária, em que resposta é observada mesmo com baixas doses de ristocetina. A diferenciação entre DVW tipo 
2B e plaquetária pode ser feita por meio de testes de desafio com crioprecipitado ou de mistura com plasma normal 
e/ou plaquetas de controle. Se disponíveis, testes genéticos devem ser utilizados.

Ensaio de ligação ao FVIII: esse teste avalia a capacidade do FVW de se ligar ao FVIII. O ensaio de VWF:FVIIIB 
reduzido e a relação VWF:FVIIIB/VWF:Ag reduzida sugerem a presença de DVW tipo 2N.

Análise de multímeros: a avaliação de multímeros do FVW é um teste estabelecido na avaliação de DVW, 
principalmente para diferenciar entre o tipo 2A e o tipo 2M. Porém, o teste é muito trabalhoso, tecnicamente 
exigente e está desaparecendo rapidamente da maioria dos laboratórios.
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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 à desmopressina, mas com expectativa de vida mais curta. 
Nível acima do normal da relação propeptídeo do FVW/VWF:Ag também é observado nesses pacientes.

Tabela 31. Fenótipo laboratorial de diferentes subtipos de DVW
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DVW 

tipo 1

reduzido ou 

normal

reduzido reduzido reduzido normal normal normal normal reduzido ou 

normal

Níveis de FVW <30 UI/dL 

ou níveis de FVW 30-50 

UI/dL com sangramento 

anormal são considerados 

DVW tipo 1, de acordo 

com as novas diretrizes. 

Alternativamente, níveis de 

FVW 30-50 UI/dL podem 

ser classificados como 

FVW baixo com risco leve 

de sangramento.

DVW 

tipo 2A

reduzido ou 

normal

reduzido ou 

normal

reduzido reduzido normal reduzido reduzido Perda de 

multímeros 

altos a 

intermediários

Geralmente 

reduzido

Os tipos 2A e 2B 

podem ser distinguidos 

por RIPA.

DVW 

tipo 2B

reduzido ou 

normal

reduzido ou 

normal

reduzido reduzido normal reduzido reduzido Perda de 

multímeros 

de HMW 

Resposta 

observada com 

ristocetina em 

baixas doses

Tipo 2B vs. plaquetário 

distinguidos por estudos 

de mistura com RIPA ou 

testes genéticos

DVW 

tipo 2M

reduzido ou 

normal

reduzido ou 

normal

reduzido reduzido normal reduzido Geralmente 

normal

normal reduzido ou 

normal

DVW tipo 2M com 

defeito na ligação ao 

colágeno pode ter 

relação VWF:CBA/ag 

reduzida

DVW 

tipo 2N

reduzido 

(relação FVIII/ 

VWF:Ag 

geralmente 

<0,7)

Geralmente 

normal#
Geralmente 

normal#
Geralmente 

normal#
reduzido

Relação 

VWF: FVIIIB/

Ag reduzida 

(<0,7)

normal normal normal normal Fenótipo semelhante 

a hemofilia A leve/

moderada ou portador, 

confirmado com ensaio 

de VWF:FVIIIB ou teste 

genético

DVW 

tipo 3

reduzido, 

geralmente 

1–10 UI/dL

Acentuadamente 

reduzido  

<2 UI/dL

Acentua-

damente 

reduzido

Acentua-

damente 

reduzido

NA NA NA Ausente Resposta 

ausente que 

corrige com 

a adição de 

crioprecipitado

As razões atividade/ 

antígeno do FVW não 

devem ser calculadas

*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 mutações nulas/quantitativas de FVW associadas.

$ Para determinar um defeito qualitativo, calcula-se a razão entre o ensaio de atividade e o ensaio de antígeno do 
FVW. Uma razão menor que 0,6 ou 0,7 pode ser usada (dependendo da preferência do laboratório) para classificar 
a DVW tipo 2.
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Diagnóstico de Doença de Von Willebrand no Cenário de Poucos Recursos: a DVW é o distúrbio hemorrágico 
hereditário mais comum, com prevalência estimada de 1%. Uma estimativa conservadora de prevalência é de 100 
por milhão de pessoas, com cerca de 80% delas no mundo em desenvolvimento. Apenas 2,6% do total de casos de 
DVW relatados são provenientes do Sul da Ásia e da África Subsaariana, embora contribuam com aproximadamente 
40% da população total em todo o mundo. A DVW é dividida em três subtipos principais. A DVW tipo 3 é causada por 
deficiência quantitativa grave de FVW devido a níveis indetectáveis de FVW. A DVW tipo 1 é causada por deficiência 
quantitativa parcial. A DVW tipo 2 é uma deficiência qualitativa e é subdividida em quatro tipos - 2A, 2B, 2M e 2N. 
Há uma grande disparidade na distribuição dos subtipos de DVW em diferentes partes do mundo. Na maioria dos 
países 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 contraposição, a frequência da DVW tipo 3 
é maior em muitos países de renda baixa e média-baixa (LIC e LMIC), chegando a 64% em algumas partes, o que 
está bem resumido em um artigo de revisão de Favaloro et al. Essa diferença marcante no padrão de distribuição 
pode ser atribuída ao fato de que a maioria dos dados dos países LMIC é de registros hospitalares onde apenas os 
pacientes mais graves podem comparecer, e os mais leves não são detectados. Outro fator contribuinte é o aumento 
da consanguinidade e dos casamentos em pequenas comunidades, o que aumenta a incidência da DVW tipo 3, uma 
doença hereditária autossômica recessiva. Há uma subnotificação considerável de DVW, particularmente em países 
LIC e LMIC. Stonebraker et al relataram que a prevalência média de DVW em países HIC, UMIC, LMIC e LIC foi de 
60,3, 12,6, 2,5 e 1,1 por milhão, respectivamente, o que foi significativamente diferente em relação à classificação 
de renda, frequentemente <1 por milhão em muitos países LIC. No entanto, a variabilidade na prevalência de DVW 
tipo 3 é menos acentuada, o que sugere que pacientes com DVW tipo 3 foram diagnosticados com mais frequência 
do que outros subtipos nesses países.

Obstáculos no diagnóstico de DVW no cenário de poucos recursos

Baixa prioridade para cuidados de saúde e distúrbios hemorrágicos: os cuidados de saúde recebem baixa prioridade, 
social e politicamente, na maioria dos países em desenvolvimento, onde apenas 1% a 2% do produto interno bruto 
é destinado à saúde. Desse orçamento limitado, questões mais urgentes de importância para a saúde pública, como 
doenças infecciosas, mortalidade infantil e materna e desnutrição, têm precedência sobre condições relativamente 
mais raras, como distúrbios hemorrágicos hereditários, incluindo DVW.

Acesso precário à rede de saúde e altos custos com assistência médica: em muitos países em desenvolvimento, 
a infraestrutura de saúde é mal desenvolvida, com poucos hospitais que não são facilmente acessíveis a todos. Esse 
pode ser o motivo da maior incidência de DVW grave em países 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 mínima do seguro saúde contribuem para o subdiagnóstico 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 diagnóstico de DVW. Entretanto, esses kits de ensaio não estão disponíveis ou não são utilizados na maioria 
dos países LMIC e LIC. Outros problemas, como atraso no fornecimento de reagentes, manutenção inadequada 
das condições de transporte, baixo índice de encaminhamento de amostras, baixa validade dos reagentes e menor 
número de centros de encaminhamento, também contribuem para a escassez de instalações de testes de DVW.

Superando os obstáculos no diagnóstico de DVW no cenário de poucos recursos

Melhorar a identificação de casos de DVW por meio de BATs e testes de triagem baratos e de fácil acesso: os testes 
de triagem para DVW incluem tempo de sangramento cutâneo (SBT) e tempo de fechamento no Analisador de Função 
Plaquetária (PFA-200). Em nosso centro, analisamos uma grande coorte de pacientes (n = 444) com FVW reduzido <50 
UI/dL entre pacientes avaliados por suspeita de distúrbio hemorrágico durante um período de 7 anos, de janeiro de 
2012 a março de 2019. A maioria dos pacientes apresentava fenótipo tipo 3 (48,3%), em conformidade com outros 
estudos publicados na Índia. Os pacientes também foram subclassificados de acordo com a gravidade, com base nos 
níveis de VWF:RCo, como graves (<10%), moderados (10-30%) e leves (>30%), de acordo com a classificação 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. É importante ressaltar que o SBT teve sensibilidade de 100% na identificação de DVW tipo 3 e sensibilidade muito 
alta de 92% na DVW grave, que incluía casos graves de tipo 1 e tipo 2. O SBT foi comparável ao PFA-200 nessas duas 
categorias. De modo geral, pontuação anormal de BAT da ISTH foi observada em 75% dos casos de DVW.

Desde o advento do PFA-200 em 1995, inúmeras publicações corroboram seu uso para diagnóstico e monitoramento da 
DVW, e ele substituiu o tempo de sangramento como teste de triagem para DVW na maioria dos países desenvolvidos. 
Todas as diretrizes também desencorajam o uso de SBT na investigação diagnóstica de DVW. A sensibilidade do SBT e do 
PFA-100/200 é semelhante para distúrbios da função plaquetária e para DVW grave. Embora o PFA-100/200 tenha boa 
sensibilidade para DVW, é um instrumento caro que a maioria dos laboratórios em países em desenvolvimento não pode 
usar e, portanto, não pode substituir o SBT nesse cenário. A maioria dos casos de DVW em países LIC e LMIC apresenta 
DVW grave, cujo diagnóstico é frequentemente ignorado ou os indivíduos são diagnosticados erroneamente com hemofilia 
A. Em cenários com recursos limitados, onde a infraestrutura laboratorial, as instalações e a disponibilidade de reagentes 
são limitadas, o tempo de sangramento é um teste de triagem com boa relação custo-benefício para identificar DVW 
grave em pacientes com histórico familiar/histórico de sangramento significativo. Possíveis casos devem ser preferivelmente 
identificados por meio de BAT, como a BAT da ISTH. É importante observar que o SBT deve ser usado apenas em pacientes 
com suspeita de distúrbio hemorrágico e não como teste de triagem pré-operatório ou para avaliar a resposta a medicamentos 
antiplaquetários. Além disso, casos mais leves de DVW podem apresentar SBT normal e passar despercebidos.
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Abordagem custo-efetiva para realizar ensaios de FVW: uma das principais desvantagens na realização de testes de DVW é 
que a maioria dos kits comerciais é cara e não acessível para a maior parte dos laboratórios em países LIC e LMIC. No entanto, 
muitos dos testes para DVW, como antígeno do FVW, ensaio de ligação ao colágeno e ensaios de ligação 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, FVIII, VWF:Ag e VWF:CBA pode identificar a maioria dos subtipos de DVW 
(exceto DVW tipo 2M) e um diagnóstico provisório de DVW pode ser feito com razoável confiança. O diagnóstico 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 detecção muito alto. A automação do VWF:RCo melhorou significativamente seu CV e seu limite inferior de 
detecção. Outra vantagem da automação é o uso de volumes menores de amostras e reagentes (a ristocetina é um reagente 

Figura 19. Sensibilidade geral do SBT e do PFA-200

10
0,

0%

10
0,

0%



103

Appel IM, Grimminck B, Geerts J, Stigter R, Cnossen MH, Beishuizen A. Age dependency of coagulation parameters 
during childhood and puberty. J Thromb Haemost 2012; 10(11): 2254-2263. 

Attard C, van der Straaten T, Karlaftis V, Monagle P, Ignjatovic V. Developmental hemostasis: Age-specific differences 
in the levels of hemostatic proteins. J Thromb Haemost 2013; 11(10): 1850-1854.

Baker P, Platton S, Gibson C, Gray E, Jennings I, Murphy P, Laffan M. Guidelines on the laboratory aspects of assays 
used in haemostasis and thrombosis. Br J Haematol 2020; 191(3): 347-362.

Balluet R, Bourguignon A, Geay-Baillat MO, Le Quellec S. [Discrepancies in FVII:C levels depending on the throm-
boplastin: About a case]. Ann Biol Clin (Paris) 2020; 78(2): 198-200.

Bowyer AE, Goodfellow KJ, Seidel H, Westhofen P, Stufano F, Goodeve A, Kitchen S, Makris M. Evaluation of a 
semi-automated von Willebrand factor multimer assay, the Hydragel 5 von Willebrand multimer, by two European 
Centers. Res Pract Thromb Haemost 2018; 2(4): 790-799.

Casonato A, Galletta E, Sarolo L, Daidone V. Type 2N von Willebrand disease: Characterization and diagnostic diffi-
culties. Haemophilia 2018; 24(1): 134-140.

Casonato A, Pontara E, Zerbinati P, Zucchetto A, Girolami A. The evaluation of factor VIII binding activity of von 
Willebrand factor by means of an ELISA method: Significance and practical implications. Am J Clin Pathol 1998; 
109(3): 347-352.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Determination of coagulation factor activities using the one-stage clot-
ting assay, 2nd edition. CLSI standard H48. 2016. https://clsi.org/standards/products/hematology/documents/h48/. 

Di Felice G, Vidali M, Parisi G, Pezzi S, Di Pede A, Deidda G, D’Agostini M, Carletti M, Ceccarelli S, Porzio O. Reference 
intervals for coagulation parameters in developmental hemostasis from infancy to adolescence. Diagnostics (Basel) 
2022; 12(10): 2552. 

Durda MA, Wolberg AS, Kerlin BA. State of the art in factor XIII laboratory assessment. Transfus Apher Sci 2018; 
57(6): 700-704.

Diagnóstico de Hemofilia e Outros Distúrbios Hemorrágicos: Manual de Laboratório

caro), o que reduz o custo por teste. Contudo, o uso contínuo desse teste requer encaminhamentos de pacientes e pedidos 
de testes suficientes. Poucos estudos foram publicados sobre o uso de métodos baseados em ELISA não comerciais para 
VWF:GP1bR e VWF:GP1bM, que também são opções 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 necessário seguir medidas rigorosas de controle de qualidade, 
como executar testes em duplicata ou triplicata em execuções de ELISA, analisar amostras normais (PNP) e anormais em 
paralelo a cada execução e participar de programa de EQAS para garantir a exatidão dos resultados.

Recentemente, o National Institute of Immunohematology (NIIH) [Instituto Nacional de Imuno-hematologia] do Indian Council 
of Medical Research (ICMR) [Conselho Indiano de Pesquisa Médica], em Mumbai, desenvolveu um dispositivo portátil baseado 
em cartão para o diagnóstico de DVW grave e hemofilia grave/moderada com níveis de FVIII e FVW menores que 5 UI/dL. 
Trata-se de um teste rápido e custo-efetivo que pode ser utilizado em áreas de abrangência para o diagnóstico provisório de 
hemofilia A grave/moderada e DVW tipo 3. Atualmente, o dispositivo aguarda estudos de validação antes de ser comercializado.

Conclusão: estima-se que 80% dos casos de DVW sejam provenientes de países em desenvolvimento. Em muitos países LIC 
e LMIC, mais de 99% dos casos de DVW não são identificados e/ou notificados. Diretrizes aplicáveis ao restante do mundo 
podem não ser apropriadas nesse contexto em razão da falta de reagentes, centros de treinamento e infraestrutura laboratorial. 
O primeiro passo para melhorar a notificação de casos é aumentar o conhecimento sobre o uso de ferramentas simples, desde o 
uso de BATs para identificar pacientes com possíveis distúrbios hemorrágicos até a triagem de pacientes suspeitos por meio de 
testes facilmente disponíveis, como SBT e TTPA. Testes adicionais podem ser realizados com o uso de testes de antígeno do FVW 
baseado em ELISA e/ou de CBA, ou encaminhados a um centro terciário para testes mais especializados, sempre que possível.
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Investigação Laboratorial de Outros Fatores 
de Coagulação
Annette Bowyer

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 9

	9 Ensaios Baseados em TP (Ensaio de Um Estágio de 
FII, V, VII e X)

	9 Ensaios Baseados em TTPA (Ensaio de Um Estágio  
de FXI, FXII, PKK ou HMWK)

	9 Fator XIII: Triagem, Atividade e Antígeno

Ensaios Baseados em TP (Ensaio de Um Estágio de FII, V, VII e X): deficiências dos fatores de coagulação II, V, VII ou 
X são distúrbios hemorrágicos raros (Mumford et al, 2014). Os ensaios de atividade dos fatores II, V, VII ou X podem 
ser realizados usando um ensaio de um estágio baseado em TP. O ensaio compara a capacidade de diluições de um 
plasma padrão ou de referência e plasma de teste para corrigir o TP de um plasma conhecido por ser totalmente 
deficiente no fator de coagulação que está 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 coagulação, incluindo II, VII, X 
e fibrinogênio. Os fatores de coagulação II, VII 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 referência 
(padrão) com concentração conhecida do fator que está sendo testado (Baker et al, 2020).

Reagentes:

	9 Plasma deficiente em FV. Pode ser congênita ou artificialmente deficiente em FV (plasma envelhecido).
	9 Tampão veronal de Owren (OVB).
	9 Plasma de teste citratado pobre em plaquetas.
	9 Para o padrão, é preferível um plasma de referência (padrão) comercial ou, se indisponível, um pool de 
plasma normal pobre em plaquetas de 20 doadores (mantido a -70°C ou menos).

	9 Plasma de controle de qualidade interno - comercial ou de origem local (CLSI, 2016).
	9 Reagente de tromboplastina que deve conter cloreto de cálcio. A melhor prática é usar a mesma 
tromboplastina usada no teste de TP, mas uma tromboplastina alternativa pode ser usada para o 
diagnóstico 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 não contiver cálcio, este deverá ser adicionado separadamente. 
Decante CaCl2 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 padrão, preparar as diluições em tubos plásticos, conforme mostrado na Tabela 32.

Observação: misture bem a diluição 1/10 antes de usá-la para preparar a diluição 1/20. Misture bem a diluição 1/20 antes 
de usá-la para preparar a diluição 1/40. As diluições de plasma devem ser testadas imediatamente após a preparação. 
Se a temperatura ambiente exceder 25°C, pode ser necessário manter as diluições em gelo derretido antes da análise.

Tabela 32. Preparação de diluições de plasma de teste, CQ e padrão para ensaios de um estágio de FII, FV, FVII e FX

Diluição Plasma (mL) OVB (mL)

1/5 0,1 0,4

1/10 0,1 0,9

1/20 0,5 (diluição 1/10) 0,5

1/40 0,5 (diluição 1/20) 0,5
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Teste cada diluição do plasma de referência (padrão/calibrador) da seguinte forma:

	9 Pipete 0,1 mL da diluição 1/10 para um tubo de vidro de 75 x 10 mm.
	9 Adicione 0,1 mL de plasma deficiente em FV.
	9 Aqueça a 37°C por 2 minutos.
	9 Adicione 0,2 mL de reagente de tromboplastina pré-aquecido.
	9 Acione o cronômetro e misture.

Observação: se o reagente de tromboplastina não contiver cálcio, 0,1 mL de tromboplastina é adicionado à mistura 
de diluição e plasma deficiente. Após um intervalo de 1 a 2 minutos para aquecimento a 37°C, a mistura é coagulada 
com 0,1 mL de cálcio pré-aquecido (a 37°C).

Registre o tempo de coagulação:

•	 Repita a diluição 1/10 e, em seguida, teste as diluições 1/20 e 1/40 em duplicata.
•	 Repita as diluições do plasma de teste e de CQ. Teste em duplicata.
•	 Para plasmas de teste que devem ser normais, teste as diluições 1/10, 1/20 e 1/40. Para plasmas de teste 

que devem ter níveis reduzidos, teste as diluições 1/5, 1/10 e 1/20.
•	 Um "branco" também deve ser testado da seguinte forma:

o	 0,1 mL de OVB
o	 0,1 mL de plasma deficiente em FV
o	 0,2 mL de reagente de tromboplastina/cálcio

•	 O tempo de coagulação do "branco" reflete a qualidade do plasma deficiente e deve ser equivalente a 
menos de 1 UI/dL (<0,01 UI/mL).

Resultados: calcule a média de cada resultado duplicado. Os tempos das duplicatas devem estar dentro de 10% 
entre si para serem aceitáveis. Em papel logarítmico de 3 ciclos x 2 ciclos, plote os tempos de coagulação dos plasmas 
de referência, teste e CQ em relação à concentração percentual de FV. A diluição 1/10 recebe arbitrariamente o 
valor de 100%, portanto, a diluição 1/20 equivale a 50%, 1/40 a 25% e 1/5 a 200%. Como alternativa, plote a 
concentração em escala logarítmica e o tempo de coagulação em escala linear. A quantidade relativa de FV no 
plasma de teste em comparação com o plasma de referência é extrapolada a partir dos gráficos. Um exemplo disso 
é mostrado na seção sobre ensaios baseados em TTPA. O tempo de coagulação equivalente a 100% do teste (o 
ponto onde a linha de teste passa pela atividade de 100%) é lido a partir da linha padrão (portanto, a concentração 
do padrão que poderia fornecer aquele tempo de coagulação específico). Isso resulta na concentração do teste em 
porcentagem do padrão. Essa porcentagem é multiplicada pelo valor da concentração do fator de coagulação no 
plasma padrão (em UI/dL) para obter a concentração no teste (em UI/dL).

Observações: baixos níveis de atividade de FII, FV, FVII ou FX podem ser medidos em pacientes com doença 
hepática (Kujovich et al, 2015). A faixa de referência de cada um desses fatores de coagulação para adultos deve ser 
determinada localmente, mas frequentemente tem limite inferior de 50–70 UI/dL para FV, FVII e FX. O limite inferior 
de referência para FII é maior (Appel et al, 2012; Wakeman et al, 2005). A atividade de FVII pode aumentar durante 
a gravidez (Fu et al, 2022). Indivíduos com nível reduzido de FV também devem fazer um ensaio de atividade de FVIII 
para excluir deficiência combinada de FV e FVIII (Zheng et al, 2013). Os fatores II, VII e X dependentes de vitamina 
K podem ser naturalmente reduzidos ao nascimento, aumentando ao longo da infância até atingir os níveis de 
adultos. Faixas de referência para crianças podem ser estabelecidas localmente ou obtidas da literatura, levando-se 
em consideração a variação dos reagentes (Toulon et al, 2016; Attard et al, 2013; Di Felice et al, 2022). Em alguns 
casos de deficiência de FVII (FVII Padua, FVII Nagoya, FVII Tondabayashi/Shinjo), pode haver discrepância entre os 
níveis de FVII:C obtidos, dependendo da fonte de tromboplastina. Portanto, o uso de tromboplastina humana é 
aconselhável visto que os resultados têm 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 deficiência 
aparentemente grave de FVII não apresentam sintomas de sangramento (Balluet et al, 2020; Sevenet et al, 2017).
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Ensaios Baseados em TTPA (Ensaio de Um Estágio de FXI, FXII, PKK ou HMWK): a deficiência de FXI é um 
distúrbio hemorrágico raro (Mumford et al, 2014), enquanto deficiências dos fatores de contato FXII, PKK e HMWK 
não estão associadas a sangramento (Maas et al, 2018), mas causam TTPA significativamente prolongado. O ensaio 
de coagulação baseado em TTPA de um estágio para FXI é descrito nesta seção. O ensaio se baseia na comparação 
da capacidade de diluições de plasmas padrão e de teste para corrigir o TTPA de um plasma conhecido por ser 
totalmente deficiente em FXI, mas que contém todos os outros fatores necessários para a coagulação normal. Para 
os fatores FXII, PKK e HMWK, o ensaio é essencialmente o mesmo que o do FXI de um estágio, mas é realizado pela 
substituição do plasma deficiente relevante pelo plasma deficiente em FXI e pela seleção do plasma de referência 
apropriado. O reagente de TTPA utilizado no ensaio de PKK não pode usar ácido elágico como ativador.

Reagentes:

	9 Plasma de teste citratado pobre em plaquetas.
	9 Plasma padrão (de referência).
	9 O plasma padrão (de referência/calibrador) utilizado deve ser um pool de plasma preparado localmente e 
mantido a -40°C ou menos, ou um plasma padrão comercial. Em ambos os casos, esse plasma de referência 
deve ser calibrado para o ensaio de coagulação de FXI de acordo com o padrão internacional vigente para 
FXI no plasma. Não é aceitável presumir que um pool de plasma normal tenha atividade de FXI de 100 UI/dL.

Plasma de controle de qualidade interno (Baker et al, 2020):

	9 Plasma deficiente em FXI.
	9 Disponível comercialmente ou pode ser coletado de um doador com deficiência grave nas seguintes 
condições.

	9 Nível de FXI menor que 1 UI/dL, sem histórico de anticorpos anti-FXI, sem tratamento por 2 semanas, 
incluindo testes de função hepática normais.

	9 Função hepática anormal pode ocasionar redução de outros fatores de coagulação, o que afeta a 
especificidade do ensaio. Esse plasma pode ser armazenado em alíquotas a -20°C ou menos por 
aproximadamente 3 meses (Zhao et al, 2018; Woodhams et al, 2001).

	9 É preferível utilizar plasma deficiente em FXI produzido por imunodepleção de FXI de plasma normal 
utilizando um anticorpo monoclonal. Esse tipo de material está disponível comercialmente e tem a 
vantagem de maior segurança viral em comparação com o plasma proveniente de pacientes que foram 
tratados com produtos derivados de plasma.

	9 Contudo, nem todos os plasmas imunodepletados são <1 UI/dL, e é preciso ter cuidado ao verificar isso 
antes do uso.

	9 Reagente de TTPA sensível a deficiências de fatores (CLSI, 2016). Observe que os reagentes de TTPA 
ativados por ácido elágico são insensíveis à deficiência de PKK.

	9 Solução salina tamponada de Owren (OBS ou tampão glioxalina).
	9 CaCl2 25 mM (observe que o CaCl2 da Werfen fornecido com SynthASil é 20 mM).

Método:

	9 Para FXI, FXII e HMWK: faça diluições 1/10 de plasma padrão, de CQ e de teste em solução salina tamponada, 
em tubos plásticos (se for esperado que o plasma de teste tenha um nível muito baixo de fator, comece com 
uma diluição 1/5). Usando volumes de 0,2 mL, faça diluições duplas em OBS de plasma padrão, de CQ e de 
teste, de 1/10 a 1/40, em tubos plásticos (misture bem cada diluição antes de transferir para o próximo tubo.) 
As diluições de plasma devem ser testadas imediatamente após a preparação. Se a temperatura ambiente 
exceder 25°C, pode ser necessário manter as diluições em gelo úmido antes do teste.

	9 Somente para PKK: diluições maiores de 1/100, 1/200 e 1/400 são geralmente necessárias. Teste o plasma 
padrão primeiro. Pipete 0,1 mL de cada diluição do padrão 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 incubação recomendado 
para o reagente de TTPA. Ao final do tempo de incubação, adicione 0,1 mL de CaCl2, misture e incline 
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Non-parallel lines may occur due to technical error. If technical error has 
been eliminated, it may be due to the presence of an inhibitor, which may act 
specifi cally against FVIII or may be of the “lupus type”, showing a converging 
pattern. Diverging lines are typical of an activated sample.

NOTES

  If the test plasma FVIII (or FIX, FXI, or FXII) concentration is close to 
zero (i.e., the clotting times of all dilutions are similar to the blank), 
non-parallel lines may occur.

  The normal range should be established locally but often has a lower limit 
of 50–65 IU/dl in the case of FIX or FXI.

  In relation to FXI, the International Unit has only recently been 
established. At the time of writing, there are few data on the normal 
levels of FXI in IU. Publications that predate the establishment of the 
IU have indicated that the lower limit of normality for FXI is in the range 
63–80 U/dl (see Bolton-Maggs et al. 2004 for a review). 

Figure 23.1. Graph of FVIII assay
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o tubo até que um coágulo seja visível. Registre o tempo de coagulação. 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 coagulação do branco deve ser maior que o tempo de 
1% de atividade de FXI do padrão lido no gráfico de calibração. Se o tempo for menor, isso indica que o 
plasma deficiente não é totalmente deficiente em FXI e, portanto, não é um plasma substrato adequado.

Resultados: a representação gráfica dos resultados é igual à dos ensaios baseados em TP (descritos acima) e requer 
papel milimetrado com escala logarítmica dupla ou logarítmica/linear. Para FXI, FXII e HMWK, a diluição 1/10 recebe 
arbitrariamente o valor de 100%, a diluição 1/20, o valor de 50%, e a diluição 1/40, o valor de 25%. Se utilizada, a 
diluição 1/5 tem o valor de 200%. Para PKK, a diluição 1/100 recebe arbitrariamente o valor de 100%, a diluição 
1/200, o valor de 50%, e a diluição 1/400, o valor de 25%. Se utilizada, a diluição 1/50 tem o valor de 200%. Linhas 
retas, paralelas entre si, devem ser obtidas. Leia a concentração do CQ e da amostra de teste como nos ensaios 
baseados em TP (descritos acima). Nesse exemplo, a concentração de FXI na amostra de teste é 7% daquela no 
padrão. Se o padrão tiver uma concentração de 85 UI/dL, o cálculo é 85 UI/dL x 7% = a amostra de teste tem 
concentração de 6 UI/dL. Se as linhas não forem paralelas, o ensaio deve ser repetido. Verifique os tempos de 
coagulação da amostra de teste. Se forem muito longos, teste uma diluição 1/5 (ou 1/50 para PKK). Linhas não 
paralelas podem ocorrer devido a erro técnico. Se o erro técnico tiver sido eliminado, pode ser devido à presença 
de um inibidor, que pode agir especificamente contra o FXI ou pode ser do "tipo lúpico", apresentando um padrão 
convergente. Linhas divergentes são típicas de uma amostra ativada (Baker et al, 2020).

Observações: deficiências de FXII, PKK ou HMWK não estão associadas a risco aumentado de sangramento. Os 
reagentes de TTPA ativados por ácido elágico são insensíveis à deficiência de PKK. Se a concentração de FXI, 
FXII, PKK ou HMWK no plasma de teste for próxima de zero (ou seja, os tempos de coagulação de todas as 
diluições forem semelhantes ao branco), podem ocorrer linhas não paralelas. A faixa de referência normal deve 
ser estabelecida localmente, mas frequentemente tem limite inferior de 50–70 UI/dL para cada um desses fatores. 
Unidades Internacionais já foram estabelecidas para FXI e FXII no plasma, mas não há planos de estabelecer 
unidades internacionais para PKK ou HMWK.

Tempo de coagulação (seg)

Padrão

Teste

% de atividade do fator VIII

Figura 20. Gráfico do ensaio de FXI

Fator XIII (FXIII): Triagem, Atividade e Antígeno

Triagem de FXIII (testes de solubilidade do coágulo): o FXIII medeia a reticulação das cadeias α e γ de fibrina. A 
deficiência de FXIII é classificada como um distúrbio hemorrágico raro e pode ser causada por mutações nas 
subunidades catalíticas A do FXIII ou nas subunidades transportadoras B do FXIII (Karimi et al, 2018). Atualmente, testes 
qualitativos de solubilidade do coágulo de fibrina não são recomendados para uso em razão da falta de padronização 
e da baixa sensibilidade. Recomenda-se que a deficiência de FXIII seja diagnosticada por meio de um ensaio funcional 
de atividade do FXIII em vez de solubilidade do coágulo (Mumford et al, 2014; Palla et al, 2015; Kohler et al, 2011), mas 
em algumas regiões do mundo apenas ensaios de solubilidade do coágulo estão disponíveis. Testes de solubilidade do 
coágulo contendo ureia 5M são mais específicos do que aqueles contendo ácido acético, porém, hipofibrinogenemia 
e disfibrinogenemia podem causar resultados falso-positivos no teste à base de ureia (Dorgalaleh et al, 2016). Testes de 
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solubilidade do coágulo contendo ácido monocloroacético (MCA) a 1% são mais sensíveis e rápidos do que os testes 
à base de ureia (Dorgalaleh et al, 2016). Foi sugerido que os testes à base de ureia e ácido acético sejam realizados 
em paralelo para otimizar o diagnóstico (Dorgalaleh et al, 2016). Resultado positivo só será observado em casos de 
deficiência grave de FXIII, com atividade de FXIII <5-10 UI/dL, dependendo do método utilizado.

Método: trombina e cálcio são necessários para ativar o FXIII de forma que ele reticule a fibrina em uma forma estável. 
Nesse método, apesar do uso de plasma citratado, íons de cálcio suficientes ainda estão disponíveis para ativação 
do FXIII. Plasma normal anticoagulado com ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) é usado como controle. Nesse 
plasma, o EDTA resulta em quelação completa dos íons de cálcio, o que significa que o FXIII não consegue reticular 
a fibrina. A adição de ácido acético a 2% ou ureia 5M resulta na lise de coágulos não reticulados, enquanto o plasma 
citratado com >10 U/dL de atividade de FXIII apresenta um coágulo insolúvel. O teste é geralmente mais sensível se 
for utilizado ácido acético (em vez de ureia), uma vez que o coágulo se dissolverá em níveis mais elevados de FXIII na 
presença de ácido acético (Jennings et al, 2003).

Materiais/reagentes:

	9 Tubos de vidro de 75 x 10 mm
	9 Solução salina a 0,9%
	9 Trombina 30 U/mL
	9 Plasma normal com EDTA
	9 Ácido acético a 2%

Método: adicione 0,2 mL de plasma citratado de teste a 0,2 mL de solução 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 
coágulos das laterais. Adicione 5 mL de ácido acético a 2% e tampe o tubo. Deixe em temperatura ambiente por 12 horas.

Resultados: o plasma com EDTA não deve apresentar coágulo visível. O plasma citratado normal deve apresentar um 
coágulo intacto e visível. Se o coágulo não for visível, o indivíduo tem deficiência de FXIII.

Faixa normal: indivíduos normais apresentam um coágulo visível após 12 horas em ácido acético a 2%.

Observações: ureia 5M pode ser usada no lugar de ácido acético a 2%. O tempo de incubação para dissolução do 
coágulo é de 18 horas nesse caso. Este método é menos sensível, mas mais específico do que o ácido acético (descrito 
acima). A coagulação com cálcio e a lise com ureia produzem resultados anormais somente quando os níveis de FXIII 
estão abaixo de 5 U/dL. Em comparação, a coagulação com trombina 30 U/mL seguida de lise com ácido acético a 2% 
produz resultados anormais em níveis abaixo de 10 U/dL (Jennings et al, 2003). Ocasionalmente, pacientes com níveis 
de FXIII acima de 5 U/dL podem apresentar sangramento (consulte Bolton-Maggs et al, 2004 para revisão). Pacientes 
com hipofibrinogenemia ou afibrinogenemia devem ser excluídos dos testes por esses testes.

Ensaio de atividade do FXIII: o FXIII medeia a reticulação das cadeias α e γ de fibrina. A deficiência de FXIII é classificada 
como um distúrbio hemorrágico raro e pode ser causada por mutações nas subunidades catalíticas A do FXIII ou nas 
subunidades transportadoras B do FXIII (Karimi et al, 2018; Mumford et al, 2014). Os métodos atualmente disponíveis 
para diagnósticos clínicos laboratoriais de deficiência de FXIII incluem ensaios de solubilidade do coágulo, ensaios 
quantitativos de atividade do FXIIIa, ensaios de antígeno de FXIII específicos para o complexo FXIII-A2B2, FXIII-A2 ou 
FXIII-B2, e testes genéticos (Palla et al, 2015). Recomenda-se que a deficiência de FXIII seja diagnosticada por meio de 
um ensaio funcional de atividade do FXIII em vez de solubilidade do coágulo (Mumford et al, 2014; Kohler et al, 2011; 
Dorgalaleh et al, 2016). A maioria dos ensaios de atividade do FXIII é sensível apenas a deficiências da subunidade A do 
FXIII. A superfície de uma placa de microtitulação é revestida com fibrinogênio. Ligação não específica é impedida por 
um agente bloqueador especial. O FXIII na amostra é ativado por trombina e íons de cálcio. Na etapa de incorporação, 
o FXIIIa no plasma de teste incorpora o substrato, 5-biotinamidopentilamina (BAPA), ao substrato fibrinogênio de FXIII 
revestido na placa na presença de cálcio. A quantidade de BAPA incorporada é proporcional à 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-nitrofenol, 
que podem ser medidos a 405 nm. Os reagentes para o método descrito abaixo estão disponíveis comercialmente 
na forma de kit (Pefakit ensaio de incorporação de FXIII, Pentapharm, Suíça). Observe que estão disponíveis outros 
ensaios de atividade de outros fabricantes, incluindo o kit Berichrom FXIII (Siemens, Marburg, Alemanha) para liberação 
de amônia e o ensaio fluorogênico de atividade do FXIII Technoflur (Technoclone, Viena, Áustria).

Reagentes: todos os reagentes necessários estão incluídos no kit comercial.

Método:

Dia 1

	9 Deixe os componentes do kit atingirem a temperatura ambiente por 30 minutos.
	9 Reconstitua o reagente de revestimento (R2) em água destilada, de acordo com o volume recomendado pelo 
fabricante.

	9 Adicione 100 μL de reagente de revestimento por poço aos poços vazios das tiras da placa de microtitulação.
	9 Congele o excesso de reagente de revestimento para uso posterior. Ele permanece estável por 6 meses a -20°C.
	9 Sele as tiras com o lacre plástico fornecido e incube durante a noite (14 a 16 horas) em temperaturas de 20–25°C.

Dia 2

	9 Dilua 50 mL de TBS R1 (solução salina tamponada com tris) concentrado 20x em 950 mL de água destilada 
ou em um volume menor, se necessário.

	9 Dilua 3 mL do reagente de bloqueio R3 com 27 mL de TBS R1 diluído. Congele o excesso de R3.
	9 Descarte o reagente de revestimento da placa de microtitulação, inverta a tira e bata levemente no tecido 
para remover os resíduos.

	9 Adicione 300 μL de reagente de bloqueio diluído a cada poço.
	9 Incube por 1-1,5 horas a 37°C em uma incubadora.
	9 Reconstitua o calibrador R10 em 0,5 mL de água destilada e os três controles, R11, R12 e R13, em 0,2 mL 
de água destilada.

	9 Descongele os plasmas de teste congelados a 37°C por 5 minutos antes da análise.
	9 Prepare um recipiente com algumas centenas de mL de uma mistura de gelo/água como banho de gelo.
	9 Faça diluições de todos os plasmas de teste e controle, 10 μL de plasma e 1 mL de tampão TBS R1 diluído 
(diluição 1:101). Misture em vórtex.

	9 Faça diluições do calibrador da seguinte forma:

Cal 1: 30 μL de R10 + 970 μL de TBS R1

Cal 2: 20 μL de R10 + 980 μL de TBS R1

Cal 3: 75 μL de R10 + 25 μL de TBS R1

Cal 4: 25 μL de R10 + 75 μL de TBS R1

Cal 5: 10 μL de R10 + 90 μL de TBS R1

Observação: as diluições 1 e 2 estão prontas para uso. Dilua ainda mais 10 μL das diluições dos calibradores 3–5 
em 1 mL de TBS R1. Lave a placa três vezes com 300 μL/poço de TBS R1. Inverta e bata levemente no tecido para 
remover o excesso de líquido. Reconstitua o reagente ativador parte A (R4) e parte B (R5) em 5 mL de água destilada 
cada. Mantenha em banho de gelo derretido/água gelada por no máximo 30 minutos. Adicione 25 μL cada de plasma 
calibrador, de controle ou teste nos poços apropriados. Inclua um branco de TBS R1. Misture os reagentes ativadores 
parte A e B (R4 e R5) para formar o reagente de incorporação final. Adicione 75 μL do reagente de incorporação final 
a cada poço, inclusive ao poço do branco. Incube por 30 minutos a 37°C na incubadora. Adicione 200 μL/poço de 
solução de interrupção da incorporação R6. Misture delicadamente por 10 minutos no agitador de placas. Reconstitua 
o reagente de detecção R7 adicionando 12 mL de água destilada. Congele o R7 diluído não utilizado. Lave a placa 
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quatro vezes com 300 μL/poço de TBS. Retire o excesso de líquido. Adicione 100 μL/poço de reagente de detecção 
R7. Incube por 15 minutos a 37°C na incubadora. Lave a placa quatro vezes com 300 μL/poço de TBS. Retire o excesso 
de líquido. Prepare a solução de substrato imediatamente antes do uso:

	9 Para 96 poços (placa inteira), adicione 9 comprimidos R8b a 22,5 mL de tampão dietanolamina R8a
	9 Para 64 poços (8 tiras), adicione 6 comprimidos a 15 mL de dietanolamina
	9 Para 32 poços (4 tiras), adicione 3 comprimidos a 7,5 mL de dietanolamina
	9 Para 24 poços (3 tiras), adicione 2 comprimidos a 5 mL de dietanolamina

Adicione 180 μL/poço de solução de substrato. Incube por 11 minutos a 37°C na incubadora. Adicione 50 μL/poço de 
solução de interrupção (NaOH 4M) R9. Leia as densidades ópticas em 15 minutos a 405 nm em um leitor de placas de 
microtitulação.

Observação: vários 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 não 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.

Cálculo dos resultados: as diluições dos calibradores e os valores de controle são fornecidos com cada kit. Utilizando 
um software de tratamento de dados adequado ou papel milimetrado, construa uma curva de calibração plotando a 
concentração em relação à densidade óptica (DO) das diluições dos calibradores após subtrair a DO do branco. Utilize 
uma escala linear-linear. Subtraia a DO do branco das DOs das diluições da amostra de teste/controle e converta as 
DOs em atividade do FXIII, utilizando a curva de calibração. Os resultados do paciente podem ser aceitos se os valores 
da amostra de controle estiverem dentro da faixa aceitável.

Referências
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Plaquetas
Tulasi Geevar

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 10

	9 Contagem de Plaquetas
	9 Teste de Função Plaquetária

	9 Teste de Função Plaquetária por Citometria de Fluxo

Contagem de Plaquetas: o sangue é misturado a um diluente que causa hemólise das hemácias. O hemocitômetro 
é preenchido com líquido diluente e as plaquetas são contadas no microscópio, de preferência com contraste de 
fase, se disponível.

Materiais/equipamentos:

	9 Câmara de contagem fina e de fundo plano (hemocitômetro de contraste de fase com marcação Neubauer)
	9 Microscópio de contraste de fase equipado com condensador de longa distância de trabalho, se 
disponível; caso contrário, um microscópio óptico comum

	9 Pipeta de 20 μL
	9 Pipeta graduada de 2 mL
	9 Tubo de 12 x 75 mm
	9 Misturador mecânico

Reagente: líquido diluente: oxalato de amônio 1% em água destilada. Mantenha no refrigerador e sempre filtre 
imediatamente antes de usar.

Amostra: se a amostra de sangue for de picada no dedo, a punção deve estar limpa e o sangue fluindo livremente. 
Limpe a primeira gota de sangue. Se a amostra de sangue for de sangue venoso, ela deve ser coletada em seringa 
de plástico seco (ou vidro siliconizado) com agulha curta de calibre não inferior a 21. A agulha deve ser removida 
antes que o sangue seja transferido para um recipiente plástico com EDTA. O sangue e o anticoagulante devem ser 
misturados suavemente, para evitar a formação de espuma, sem demora.

Método: pipete 0,38 mL de líquido diluente em um tubo de ensaio. Encha a pipeta de 20 μL até a marca e limpe 
a parte externa dela. Despeje o conteúdo da pipeta no líquido diluente e lave a pipeta aspirando o sangue e 
despejando-o no tubo algumas vezes. Misture por pelo menos 10 minutos manualmente ou, de preferência, com um 
misturador mecânico. Encha o hemocitômetro conforme descrito abaixo. Cubra a câmara com uma placa de Petri 
por 10 a 20 minutos para permitir que as plaquetas se decantem. Deixe um pedaço de algodão úmido ou papel 
de filtro na placa para evitar a evaporação. Usando um microscópio, conte as plaquetas nos quadrados grandes de 
1 mm (= 0,1 μL). Conte as plaquetas em quantos quadrados forem necessários para atingir uma contagem de pelo 
menos 100. As plaquetas parecem redondas ou ovais, e sua estrutura granular interna e brilho púrpura permitem 
que sejam distinguidas de detritos. Hemácias fantasmas que foram lisadas pelo oxalato de amônio são vistas ao 
fundo. Se o contraste de fase não estiver disponível, um microscópio óptico comum pode ser usado, desde que 
o condensador seja reduzido para fornecer baixa intensidade de luz. Calcule o número de plaquetas por litro de 
sangue de acordo com a fórmula abaixo.

Hemocitômetro: a câmara de contagem do hemocitômetro, com marcação Neubauer ou Neubauer aprimorada, 
é construída de forma que a distância entre a parte inferior da lamínula e a superfície da câmara seja de 0,1 mm. 
A superfície da câmara contém duas áreas com marcações especiais, com dimensões mostradas na Figura 21. O 1 
mm² central possui linhas de contorno duplas ou triplas. Nas áreas centrais, há 25 quadrados na marcação Neubauer 



114Diagnóstico de Hemofilia e Outros Distúrbios Hemorrágicos: Manual de Laboratório

aprimorada e 16 quadrados na marcação Neubauer. Cada quadrado tem uma área de 0,04 mm² (0,2 x 0,2 mm). 
Esses quadrados são, por sua vez, divididos em quadrados menores, cada um com 0,0025 mm² (0,05 x 0,05 mm). 
Os quadrantes externos da área demarcada têm 1 mm² cada e são divididos em 16 quadrados.

Cálculos:

A fórmula para calcular a contagem de células é:

Contagem (células/L) = N x D/A x 10 x 106

Onde N = número total de células contadas

D = diluição

A = área total contada (em mm²)

10 = fator para calcular o volume em μL a partir da área (em mm²) e da profundidade da câmara

(0,1 mm)

106 = fator para converter contagem/μL 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. Não agite o tubo, pois a agitação produz espuma, o que 
impossibilita a pipetagem exata. Incline o tubo bem misturado em um ângulo 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 exatidão, utilizando um dispositivo de sucção acoplado à 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 
pedaço de papel de filtro ou lenço de papel macio. Se a linha for ultrapassada, uma nova pipeta deve ser usada. 
Não deve haver bolhas de ar na coluna de sangue. A parte externa da pipeta deve ser limpa para remover o 
sangue (com cuidado para não puxar sangue pela ponta) antes de ser introduzida no líquido diluente. Depois 
que o conteúdo da pipeta for despejado no diluente, o líquido diluente deve ser aspirado para dentro da 
pipeta com sucção constante várias vezes, para garantir que todo o sangue seja despejado no líquido. O 
tubo com o sangue diluído deve ser agitado suavemente por pelo menos dois minutos manualmente ou, de 
preferência, em um agitador mecânico. Após a agitação do tubo, a câmara é imediatamente preenchida com 
uma pipeta Pasteur ou tubo capilar. A câmara é preenchida por capilaridade, com o fluxo de líquido da pipeta 
ou capilar regulado para que preencha de forma rápida e suave. A câmara deve ser preenchida completamente, 
mas o líquido não deve transbordar para os canais. Deixe as células repousarem na área de contagem por 
10 a 20 minutos e, em seguida, prossiga com a contagem. A câmara do hemocitômetro e a tampa de vidro 
devem estar limpas e secas antes do uso. Erros importantes podem ser causados por impressões digitais ou 
por uma película oleosa. Um número suficiente de células deve ser contado para reduzir o erro decorrente da 
distribuição aleatória das células. Na prática, pelo menos 100 células devem ser contadas. Como verificação 
adicional da distribuição correta das células na câmara, o número de células contadas em cada área (ou seja, 
nos quadrados grandes) não deve diferir em mais de 10%.

Controles: duas diluições 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 punção venosa é preferível ao sangue capilar, 
pois as plaquetas aderem à ferida e as diluições sucessivas a partir de uma picada no dedo nem sempre são 
reprodutíveis. Os erros gerais de pipetagem e hemocitometria são descritos acima. Além disso, deve-se prestar 
atenção especial à limpeza rigorosa da câmara de contagem, pois sujeira e detritos podem ser contados como 
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Figure 10.1. Hemocytometer counting chamber (a) Neubauer and 
(b) Improved Neubauer
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plaquetas. Lave a câmara com água e sabão, enxágue com água destilada, deixe escorrer e seque com um pano 
sem fiapos. Certifique-se de que a lamínula esteja limpa antes de usá-la. A presença de aglomerados de plaquetas 
impede contagens confiáveis. Se a amostra contiver aglomerados, uma nova amostra deve ser coletada. O diluente 
de oxalato de amônio deve ser mantido refrigerado e descartado se houver evidência de contaminação bacteriana. 
A amostra deve ser contada em até três horas após a coleta.

10.2 Teste de Função Plaquetária

10.3 Retração do Coágulo

10.4 Medição da Agregação Plaquetária

Figura 21. Câmara de contagem do hemocitômetro (a) Neubauer e (b) Neubauer aprimorada

Teste de Função Plaquetária: a principal função das plaquetas é auxiliar a hemostasia por meio da formação de um tampão 
plaquetário nos locais de lesão vascular. Quando o vaso sanguíneo é lesionado e as microfibrilas subendoteliais e as 
fibras de colágeno são expostas, as plaquetas se ligam à parede do vaso, um processo denominado adesão plaquetária. 
Em locais de alto cisalhamento, as plaquetas se ligam aos vasos indiretamente com a ajuda de multímeros de FVW de 
alto peso molecular. O FVW se liga ao colágeno exposto por meio de seu domínio A3, e as plaquetas se ligam ao FVW 
ligado ao colágeno por meio de seu receptor GPIbα. As plaquetas também podem aderir diretamente ao colágeno 
no subendotélio com os receptores de glicoproteína VI (GPVI) e integrina α2β1. Depois de aderirem à parede do vaso, 
as plaquetas sofrem uma série de alterações: por meio da reorganização do citoesqueleto plaquetário, elas passam de 
pequenas estruturas em forma de disco para esferas espiculadas com o desenvolvimento de filopódios. A inversão da 
membrana transloca fosfolipídios aniônicos pró-coagulantes, principalmente fosfatidilserina, para a superfície externa das 
plaquetas, formando uma boa plataforma para a geração de trombina. As plaquetas liberam o conteúdo de grânulos alfa 
(por exemplo, fibrinogênio, FV, FVW e fatores de crescimento) e densos (por exemplo, ADP, ATP, cálcio e serotonina). Isso 
causa mais ativação plaquetária. A formação de tromboxano A2 (TxA2) ocorre a partir do ácido araquidônico via fosfolipase 
A2, ciclooxigenase-1 (COX-1) e TXA2 sintase. Agonistas plaquetários (ADP, TxA2 e trombina) ligam-se a receptores 
de membrana específicos e iniciam a agregação plaquetária pela ativação do receptor de integrina α2β3 (GPIIb-IIIa), 
que se liga ao fibrinogênio e/ou ao FVW para formar o tampão plaquetário. Anormalidades em qualquer uma dessas 
vias, que causam adesão, ativação, degranulação e agregação plaquetária, podem ocasionar disfunção plaquetária. Os 
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distúrbios plaquetários incluem defeitos quantitativos (trombocitopenia) ou qualitativos e podem ser hereditários ou 
adquiridos. Os sintomas de sangramento são principalmente mucocutâneos, como equimoses, sangramento gengival, 
hematomas frequentes, menorragia, hemorragia pós-parto e sangramento gastrointestinal (melena, hematêmese 
ou hematoquezia). Os sintomas podem ser leves ou graves, dependendo da anormalidade. Uma lista de distúrbios 
hereditários da função plaquetária (IPFDs) com características clínicas e laboratoriais relevantes associadas é apresentada 
na Tabela 33. A prevalência real de distúrbios plaquetários é desconhecida. Acredita-se que os distúrbios da função 
plaquetária sejam mais comuns do que se imaginava anteriormente devido ao subdiagnóstico. Em áreas do mundo 
onde a consanguinidade é comum, doenças autossômicas recessivas como trombastenia de Glanzmann e síndrome de 
Bernard Soulier têm maior prevalência. Embora o diagnóstico de trombastenia de Glanzmann e síndrome de Bernard 
Soulier seja relativamente fácil devido ao padrão de agregometria típico, o diagnóstico da maioria dos outros IPFDs 
é complicado e requer exames complexos. Na investigação de pacientes com suspeita de IPFD, é importante coletar 
histórico clínico detalhado, incluindo histórico pessoal e familiar. O uso de uma BAT validada, como a BAT da ISTH, é 
fortemente incentivado. O histórico também deve incluir histórico de medicamentos, ingestão alimentar recente que 
possa interferir na função plaquetária, presença de outras características (por exemplo, eczema, infecções recorrentes, 
casos familiares de mielodisplasia, LMA) e possíveis características sindrômicas (por exemplo, perda auditiva, defeitos 
cardíacos, dismorfismo facial ou ósseo, albinismo) que podem auxiliar no diagnóstico. Investigações laboratoriais 
preliminares devem incluir hemograma completo, incluindo contagem de plaquetas, exame de esfregaço sanguíneo 
para verificar a morfologia plaquetária e outras características das células sanguíneas (veja abaixo), determinação do 
tempo de sangramento cutâneo (descrito na Seção 11), testes de triagem para testes hemostáticos secundários (TP e 
TTPA) e ensaio de fibrinogênio para excluir outros distúrbios de coagulação. Recomenda-se a realização de testes de 
triagem para DVW (ou seja, atividade do FVW, antígeno do FVW) concomitantemente ou antes de uma investigação 
mais aprofundada de distúrbios da função plaquetária. DVW, DVW tipo 2B e DVW tipo plaquetária também podem 
apresentar macrotrombocitopenia e devem ser considerados em pacientes com baixa contagem de plaquetas. Outro 
teste simples que pode indicar a presença de um defeito na função plaquetária é o método de retração do coágulo, 
descrito a seguir.

Retração do coágulo: a retração do coágulo no sangue total coagulado pode indicar o número e a função das plaquetas. 
Quando o coágulo se retrai, o soro é expresso e o grau de retração do coágulo 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 formação de um coágulo firme. Deixe em repouso a 37°C por mais uma hora. Meça a 
distância da base do tubo ao menisco. Remova cuidadosamente o coágulo com um palito de madeira fino (por 
exemplo, um palito de coquetel), deixando o soro que foi expresso pelo coágulo no tubo. Meça a distância da base 
do tubo ao menisco do soro. Divida a distância do soro pela distância total e multiplique por 100 para obter uma 
porcentagem.

Interpretação: normalmente, mais de 40% do soro é expresso. Expressão reduzida está presente em alguns defeitos 
plaquetários, notadamente na trombastenia de Glanzmann. Também pode ser anormal em casos de trombocitopenia 
grave, síndrome de Wiskott Aldrich e síndrome de Stormorken.

Observações: os tubos e o palito de madeira devem estar absolutamente limpos para evitar que o coágulo grude 
no tubo. O coágulo 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 esfregaço de sangue periférico: os testes iniciais em caso de suspeita 
de distúrbio da função plaquetária devem incluir hemograma completo, juntamente com avaliação de esfregaço de 
sangue periférico. Isso ajuda a detectar anormalidades no número, tamanho e morfologia das plaquetas, o que pode 
fornecer pistas importantes para exames laboratoriais adicionais. A contagem de plaquetas pode ser medida por método 
microscópico manual, contagem automatizada em analisadores hematológicos e marcação imunológica por citometria 
de fluxo. A estimativa da contagem de plaquetas no esfregaço periférico deve ser realizada para confirmar a contagem 
de plaquetas, especialmente em casos de macrotrombocitopenia ou anisocitose plaquetária. Em um esfregaço bem 
preparado e corado, o número médio de plaquetas é contado em 10 campos de imersão em óleo (100x). Este valor 
deve ser multiplicado por 15.000 para determinar a contagem de plaquetas/μL. É importante verificar o esfregaço 
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para avaliar aglomerados plaquetários, tamanho, morfologia e granularidade das plaquetas. Pseudotrombocitopenia 
causada por aglutinação plaquetária dependente de EDTA e satelitismo (rosetas de plaquetas ao redor de neutrófilos) 
deve ser descartada. É importante lembrar que aglomerados plaquetários também podem ser observados na DVW 
tipo plaquetária ou tipo 2B e não devem ser confundidos com aglutinação induzida por EDTA. A DVW tipo plaquetária 
também pode apresentar plaquetas grandes no esfregaço. Tamanho anormal das plaquetas é frequentemente uma 
característica de distúrbios plaquetários hereditários (com ou sem disfunção plaquetária), como mostrado abaixo:

•	 Plaquetas pequenas: síndrome de Wiskott-Aldrich, trombocitopenia ligada ao X, deficiência de ADAP
•	 Plaquetas grandes/gigantes: síndrome de Bernard Soulier (gigantes), distúrbios relacionados a MYH9 

(gigantes), síndrome das plaquetas cinzentas e síndromes de deficiência de grânulos α, DVW tipo plaquetária, 
trombocitopenia relacionada a ITGA2B/ITGB3 (variante GT), filaminopatia, trombocitopenia relacionada a 
SLFN14, defeitos de GATA1, síndrome velocardiofacial

•	 Plaquetas normais: Todos os demais distúrbios

O volume plaquetário médio (VPM) é um parâmetro prontamente disponível em analisadores hematológicos de contagem 
de plaquetas por impedância e fornece uma estimativa do tamanho das plaquetas. Os laboratórios devem estabelecer 
suas próprias faixas de referência, pois o VPM pode variar entre os instrumentos. Plaquetas pequenas podem facilmente 
passar despercebidas na microscopia óptica e VPM reduzido pode ser o primeiro indício de possível síndrome de Wiskott-
Aldrich. Vários fatores podem afetar a medição do VPM e interferir na contagem de plaquetas por impedância, como 
anormalidades em hemácias e plaquetas. A presença de hemácias microcíticas e fragmentadas pode superestimar a 
contagem de plaquetas, enquanto a presença de plaquetas grandes e/ou gigantes pode não ser detectada, causando 
subestimação da contagem de plaquetas. Nesses cenários, a contagem de plaquetas e o VPM não serão confiáveis. É 
muito útil observar concomitantemente o histograma plaquetário que consegue identificar anormalidades no tamanho 
das plaquetas e possíveis interferências/contaminação. Na macrotrombocitopenia, contagens ópticas ou fluorescentes de 
plaquetas fornecem contagens plaquetárias mais precisas. Plaquetas grandes e pálidas com citoplasma cinza-azulado e 
grânulos azurófilos ausentes ou acentuadamente reduzidos podem ser observadas na síndrome das plaquetas cinzentas 
devido a deficiência de grânulos α. A síndrome de Paris-Trousseau apresenta plaquetas grandes a gigantes, algumas delas 
com grânulos α aglomerados/fundidos, formando um único grânulo grande e aglomerado. Anisocitose plaquetária (ou seja, 
variação no tamanho das plaquetas) e “anisogranularity” (ou seja, variação na granularidade das plaquetas), com presença 
de plaquetas pálidas e com aspecto vazio, são características clássicas da disfunção plaquetária adquirida com eosinofilia 
(APDE). APDE é uma diátese hemorrágica transitória associada à eosinofilia, comumente presente em crianças do Sudeste 
Asiático e revertida com o tratamento da eosinofilia. Anormalidades morfológicas também podem ser observadas em outras 
células sanguíneas. Presença de corpos de inclusão semelhantes aos de Dohle nos neutrófilos em distúrbios relacionados 
a MYH9, grânulos citoplasmáticos gigantes peroxidase-positivos em neutrófilos e/ou outros leucócitos na síndrome de 
Chediak Higashi, corpos de Howell Jolly na síndrome de Stormoken e diseritropoiese em mutações no gene GATA-1.

Medição da agregação plaquetária por agregometria de transmissão de luz: agregometria de transmissão de luz (LTA) 
é o padrão ouro para testes de função plaquetária. Foi descrita pela primeira vez de forma independente por O'Brien e 
Born na década de 1960. O princípio se baseia nas alterações na densidade óptica do plasma rico em plaquetas (PRP) 
à medida que as plaquetas são ativadas e formam agregados. O PRP é turvo devido à suspensão de plaquetas em 
comparação ao PPP. Depois que agonistas são adicionados ao PRP, as plaquetas formam agregados e se depositam, 
limpando o plasma e permitindo a passagem de mais luz. A alteração na luz transmitida é medida ao longo do tempo 
por um agregômetro e representada graficamente. Ao comparar o padrão de resposta de agregação a cada agonista, o 
tipo de distúrbio da função plaquetária pode ser suspeitado e diagnosticado. Várias excelentes revisões e diretrizes para 
testes de função plaquetária e diagnóstico de IPFDs foram publicadas.

Precauções antes do estudo de agregação plaquetária (variáveis pré-analíticas na agregação plaquetária): amostras de 
sangue para LTA devem ser coletadas após um curto período de repouso. Os indivíduos não devem fumar pelo menos 30 
minutos antes nem ingerir cafeína pelo menos 2 horas antes do teste. Um registro de todos os medicamentos, incluindo 
medicamentos nativos/fitoterápicos, administrados nos últimos 10 dias deve ser documentado. Para obter uma lista de 
medicamentos que podem interferir na função plaquetária, consulte as diretrizes da British Society for Haematology 
sobre testes de função plaquetária mencionados abaixo. Medicamentos que sabidamente inibem de maneira reversível 
a função plaquetária (por exemplo, AINEs) devem ser interrompidos pelo menos 3 dias antes da coleta. Medicamentos 
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que sabidamente inibem de maneira irreversível a função plaquetária (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 preferência após o período noturno. Caso contrário, evite coletar amostras 
após refeições gordurosas. Muitos outros ingredientes "normais" da dieta, incluindo álcool, cebola, alho, pimenta e 
gengibre, também podem inibir a agregação plaquetária. Isso deve ser levado em consideração ao avaliar os resultados. 
O sangue deve ser coletado com venostase mínima ou inexistente, utilizando uma agulha de calibre 21, no mínimo, em 
anticoagulante tamponado com citrato de sódio 109 mM ou 129 mM. Os primeiros 3-4 mL de sangue coletados devem 
ser descartados ou utilizados para outros testes que não a LTA (por exemplo, TP/TTPA). Quando a coleta da amostra for 
difícil, tubos subpreenchidos podem ser utilizados apenas para descartar defeitos graves da função plaquetária, como 
trombastenia de Glanzmann ou síndrome de Bernard-Soulier.

Preparação 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 centrifugação. A refrigeração das plaquetas pode causar 
ativação 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 síndrome de Bernard-Soulier, o PRP deve ser preparado por 
sedimentação sanguínea por 30 minutos. O PRP é cuidadosamente removido, evitando contaminação com hemácias 
ou com a camada leucocitária (a agregação será diminuída 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 lipêmica, indique isso no relatório final. É necessário 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 109/L. Amostras com baixa contagem de plaquetas devem ser interpretadas com 
cautela, mas podem ser testadas para excluir distúrbios graves da função plaquetária, como trombastenia de Glanzmann, 
síndrome de Bernard Soulier, DVW tipo 2B e DVW plaquetária. A contagem de plaquetas das amostras de PRP NÃO deve 
ser ajustada para um valor padronizado com PPP autólogo. A contagem de plaquetas no PRP em amostras de indivíduos 
com contagem plaquetária normal (200–600 x 109/L) não afeta os resultados dos estudos de LTA. Ajustar a contagem de 
plaquetas no PRP usando PPP autólogo dentro dessa faixa pode inibir a responsividade plaquetária. Isso provavelmente 
ocorre porque o PPP pode conter substâncias liberadas das plaquetas durante o trauma adicional da centrifugação em 
alta velocidade usada na preparação do PPP. Permanece a incerteza sobre qual é a melhor prática a ser seguida quando 
a contagem de plaquetas no PRP excede 600 x 109/L. No caso de contagens extremamente altas no PRP (>1000 x 109/L), 
pode ser vantajoso ajustar a contagem plaquetária para um nível 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 concentrações críticas exibem uma onda primária inicial de agregação devido ao efeito 
direto induzido pelo agonista, seguida por uma onda secundária de agregação causada pela liberação de grânulos 
plaquetários e síntese de TXA2. Agonistas potentes (por exemplo, trombina, colágeno, TXA2), por outro lado, exibem 
apenas uma única curva, sem distinção entre agregação primária e secundária, visto que esses agonistas induzem 
diretamente a agregação plaquetária, a síntese de TXA2 e a liberação de grânulos. As diferentes fases da agregação 
plaquetária são mostradas na Figura 22, que é evidente apenas com agonistas fracos.
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Figura 22. Imagem de Rodak’s Hematology: Clinical principles and applications, 5th edition
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Tabela 33. Resumo dos agonistas recomendados juntamente com as concentrações que podem ser usadas como 
painel inicial e painel estendido (concentrações segundo as diretrizes da ISTH)

 
Agonista

Painel inicial e 
concentração

Painel estendido e 
concentração

ADP* 2 μM 5 μM, 10 μM

Epinefrina* 5 μM 10 μM

Colágeno (Horm ou tipo 1 fibrilar) 2 μg/mL

Ácido araquidônico 1 mM

Ristocetina (dose baixa) 0,5-0,7 mg/mL

Ristocetina (dose alta) 1,2-1,5 mg/mL

Peptídeo ativador do receptor de trombina (TRAP)*, PAR1 - 10 μM

U46619 mimético do tromboxano A2 - 1 μM

*Concentrações mais altas devem ser usadas se resultados anormais forem observados com a concentração inicial.

Adenosina-5-difosfato (ADP): uma solução estoque de 1 mM/L do sal dissódico é preparada em OBS e armazenada 
em pequenas quantidades a -40°C. Essa solução permanece estável por pelo menos três meses. Depois de 
descongelada, a solução deve ser usada em até três horas ou descartada. Para uso, diluições adicionais são 
preparadas em OBS. O padrão de resposta ao ADP depende de sua concentração final. A 2 μmol/L, ondas primárias 
e secundárias claramente definidas podem ser observadas: a primeira representa o efeito direto induzido pelo 
agonista e a segunda é causada pela liberação de ADP endógeno e geração de TXA2, que por sua vez agrega 
plaquetas. Abaixo de 2 μmol/L, cada vez menos indivíduos normais apresentam uma resposta secundária, e a 
onda primária geralmente é revertida à medida que o ADP é degradado enzimaticamente. Acima de 3 μmol/L, a 
fase primária costuma ser tão intensa que a distinção entre ela e a fase secundária é mascarada. O ADP induz uma 
alteração no formato das plaquetas, de disco para esfera pontiaguda. Isso causa inicialmente discreto aumento na 
densidade óptica da suspensão plaquetária, que só pode ser observado se a agregação primária estiver prejudicada.
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Adrenalina (epinefrina): uma solução 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 concentrações utilizadas e os padrões de 
resposta são semelhantes aos do ADP. Porém, na ausência de uma onda secundária, a onda primária não é revertida, 
nem é tão intensa a ponto de mascarar a onda secundária.

Colágeno: uma suspensão muito estável de fibrilas de colágeno de tendão equino (1 mg/mL), disponível na Hormon-
Chemie, Munique, Alemanha, é amplamente utilizada. Diversos outros materiais são igualmente adequados. É 
armazenada a 4°C e deve ser bem misturada imediatamente antes da diluição no tampão que a acompanha. Deve ser 
usada na concentração final de 0,5–2,0 μg/mL em PRP, e as suspensões diluídas permanecem estáveis por uma semana 
a 4°C. Com o colágeno, não ocorre onda primária. A resposta é geralmente definida pela duração da fase de latência 
anterior ao início da agregação e pela intensidade desta última. Discreto aumento na densidade óptica causado pela 
alteração no formato precede a agregação. Colágeno de diversas fontes é utilizado. O tipo de colágeno e a espécie 
a partir da qual a preparação é feita (por exemplo, equino ou bovino) podem ter um efeito importante nos resultados 
obtidos. De fato, são necessárias concentrações mais de cem vezes maiores, dependendo do material de origem. 
Portanto, é importante selecionar uma fonte adequada e estabelecer uma faixa de referência local para esse material, 
que deve ser reavaliada caso a fonte seja alterada. Para uma revisão, consulte Jennings et al. (2008).

Ristocetina: em uma concentração final de ristocetina de 1 mg/mL em PRP, ondas primárias e secundárias distintas 
são geralmente discerníveis, mas acima disso o efeito direto é tão intenso que as duas fases se fundem. A onda 
primária é uma medida da quantidade de FVW presente no plasma, enquanto a segunda onda é causada pela 
liberação de substâncias endógenas.

Ácido araquidônico: araquidonato de sódio (99% de pureza) é dissolvido em OBS a uma concentração de 10 mM/L. 
Pequenas alíquotas são colocadas em frascos de vidro escuro, que são lavados com nitrogênio para evitar oxidação, 
hermeticamente fechados e armazenados congelados abaixo de -20°C. A agregação é geralmente monofásica e 
precedida por uma curta fase de latência.

Reagentes: alguns exemplos de concentrações e diluições de reagentes são mostrados abaixo.

Observação: essas concentrações são apropriadas se uma parte for adicionada a nove partes de PRP. As diluições 
podem ser feitas em água destilada ou solução salina, ou conforme as instruções do fabricante.

	9 ADP (Solução estoque 1000 μM)

Faça uma diluição de 1:10 = 100 μM (ou seja, 0,1 mL de solução de 10.000 μM + 0,9 mL de OBS). A partir disso, faça 
as concentrações de trabalho apropriadas: 20 μM (ou seja, 0,2 mL de 100 μM + 0,8 mL de OBS), concentração final 
de PRP de 2-50 μM (ou seja, 0,5 mL de 100 μM + 0,5 mL de OBS), concentração final de PRP de 5 μM. Nos casos 
em que a hiperagregabilidade estiver sendo testada, concentrações de trabalho mais baixas podem ser necessárias 
(por exemplo, 10 μM, 5 μM).

	9 Adrenalina (epinefrina): dilua igual ao ADP para fazer uma concentração de trabalho de 50 μM. Isso 
resultará em uma concentração final de PRP de 5 μM.

	9 Colágeno: misture bem e dilua em OBS/outros diluentes: 1:500 (ou seja, 0,1 mL de estoque + 4,9 mL de 
OBS) = 20 μg/mL, concentração final de PRP de 2 μg/mL.

	9 Ristocetina: é usada em até duas concentrações 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 resultará em uma concentração 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 concentração utilizada.

Método/procedimento: os estudos de LTA devem ser concluídos em no máximo 4 horas após a coleta de sangue. 
Em razão da refratariedade das plaquetas à agregação após a centrifugação, 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 diluições dos reagentes, se necessário. Ligue o agregômetro e o computador/



121Diagnóstico de Hemofilia e Outros Distúrbios Hemorrágicos: Manual de Laboratório

gravador e aguarde até que a temperatura do agregômetro atinja 37°C. Ajuste a velocidade de agitação para 1000 
rpm, a menos que especificado de outra forma pelo fabricante do agregômetro. Pipete 450 μL de PRP em uma cubeta 
de vidro com barra de agitação magnética. O número de cubetas usadas depende do número de agonistas a serem 
testados. Pré-aqueça as cubetas de PRP nos poços de incubação ao redor do bloco aquecedor por 2-5 minutos. 
Pipete 500 μL de PPP em outra cubeta de vidro sem barra de agitação e coloque no poço de referência do branco 
correspondente. PRP e PPP autólogo devem ser usados para definir 0% e 100% de transmissão de luz no agregômetro. 
Deixe funcionar por 1 minuto antes de adicionar o agonista. Pipete 50 μL 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 à do paciente. A agregação 
plaquetária deve ser monitorada por no mínimo 3 minutos após a adição de um agonista e por até 10 minutos para 
agonistas que não atingirem a agregação máxima em 3-5 minutos. Repita o procedimento para cada agonista.

Observações: se uma resposta anormal for observada com o painel inicial de agonistas, um painel estendido adicional 
(Tabela 35) pode ser adicionado juntamente com liberação de ATP por lumiagregometria (veja abaixo). Concentrações 
mais altas de agonistas (por exemplo, ADP, epinefrina) devem ser usadas se uma resposta anormal for observada 
na concentração inicial. Se nenhuma resposta de agregação for observada com o ácido araquidônico, adicione o 
agonista, análogo do receptor de TXA2 (TRA), U46619. Em defeitos na síntese de TXA2 (deficiência da COX/TXA2 
sintase) ou efeito da aspirina, resposta normal é observada com TRA. Em casos de defeito do receptor de TXA2, 
respostas anormais são observadas tanto com ácido araquidônico quanto com TRA. Resposta anormal isolada com 
epinefrina pode ser observada em uma proporção de indivíduos sadios. No entanto, essa pode ser a única característica 
de distúrbio plaquetário de Quebec na LTA. Ao estudar a agregação plaquetária como parte de uma avaliação de 
hiperagregabilidade, ADP e adrenalina são usados em concentrações mais baixas para obter uma curva de dose-
resposta. As concentrações usadas são: 2 μM, 1 μM, 0,5 μM e 0,1 μM de concentração final em PRP. Agregação 
espontânea 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 possível DVW tipo 2B ou DVW tipo plaquetária. Verifique se há agregação 
espontânea monitorando o PRP nas mesmas condições de agitação do agregômetro, sem adicionar nenhum agonista 
para estimular a agregação. Realize estudos de mistura para diferenciar os dois subtipos. Isso pode ser feito por dois 
métodos. Procedimento básico: misture volumes iguais de plasma de paciente com plaquetas normais (ou seja, 225 
μL de PPP de paciente + 225 μL de PRP de controle). Essa mistura é então testada com ristocetina a 0,5 mg/mL. A 
presença de aglutinação sugere DVW tipo 2B. A ausência de aglutinação pode ser causada por DVW tipo plaquetária. 
É importante observar que a ausência de resposta também pode ser devido a diluição adicional de PRP.

Procedimento alternativo: lave as plaquetas de paciente e controle três vezes com PBS-EDTA em tubos de centrífuga 
de 15 mL (baixa velocidade de centrifugação 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 106 plaquetas peletizadas (observe que PBS-EDTA é preparado adicionando EDTA dissódico 9 mM à PBS e 
ajustando o pH para 7,0. A PBS utilizada contém NaCl 135 mM, KCl 2,6 mM, Na2HPO4 8 mM e KH2PO4 1,5 mM, com 
pH de 7,4.) Reteste com ristocetina a 0,5 mg/mL. As reações devem se encaixar em um dos padrões abaixo.

Tabela 34. Interpretação de DVW tipo 2B e DVW tipo plaquetária

Tubo 1 Plaquetas de paciente lavadas + PPP de controle Sem aglutinação Aglutinação

Tubo 2 Plaquetas de controle lavadas + PPP de paciente Aglutinação Sem aglutinação

INTERPRETAÇÃO DVW tipo 2B DVW tipo plaquetária

As diretrizes para DVW de 2021 favorecem o uso de testes genéticos direcionados no diagnóstico de DVW tipo 2B e 
tipo plaquetária. Contudo, isso pode não ser viável para muitos laboratórios devido a restrições de custo. O estudo de 
mistura com RIPA ainda é mantido como um dos testes no algoritmo diagnóstico, de acordo com a ISTH.

Interpretação e relato dos resultados: o traçado da agregação plaquetária deve ser avaliado com base na presença 
de alteração no formato, duração da fase de latência (alguns agonistas, como o colágeno, podem ter uma fase de 
latência mais longa), agregação máxima (método mais conveniente e comumente utilizado para relato dos resultados), 
inclinação da agregação (indica a taxa de agregação), exame visual dos traçados de agregação (ou seja, desagregação, 
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presença de onda secundária — particularmente distinta para epinefrina e baixas doses de ADP). A desagregação com 
ADP é particularmente marcante em defeitos hereditários 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 verificação dos 
reagentes. Isso é especialmente importante se forem obtidos resultados anormais do paciente, pois alguns agonistas são 
lábeis, particularmente depois de diluídos até concentrações de trabalho. Os laboratórios clínicos devem estabelecer 
intervalos de referência apropriados para a concentração de cada agonista. Resultados de indivíduos normais sadios 
testados juntamente com o paciente podem ser usados para obter as faixas de referência. É necessária muita cautela 
ao interpretar os padrões de agregação plaquetária. Vários fatores técnicos podem influenciar os resultados. Tenha 
em mente que há uma série de diferenças importantes entre a agregação determinada por nefelometria e aquela que 
ocorre no corpo. No entanto, informações úteis para o diagnóstico podem ser obtidas, e alguns exemplos de padrões 
de agregação são mostrados na Tabela 35.

N = Normal; A = Ausente; R = Reduzida; H = Resposta elevada; P = Apenas onda primária
*Ou efeito da aspirina
**Pode ser normal na DVW tipo 1 leve

Tabela 35. Resultados de agregação plaquetária em vários distúrbios

Distúrbio ADP Colágeno
Ristocetina 
1,25 mg/mL

Ristocetina 
0,5 mg/mL

Ácido 
araquidônico Adrenalina

DVW tipo 1 e 2A N N A/R** A N N

DVW tipo 2B N N N H N N

Síndrome de Bernard-
Soulier

N N A A N N

Trombastenia de 
Glanzmann

A A N A A A

Doença 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

Investigação adicional da função plaquetária: se um padrão de agregação anormal for observado em um indivíduo, 
é aconselhável repetir a avaliação em pelo menos mais uma ocasião para verificar a consistência da anormalidade. 
Na presença de agregação anormal, investigações adicionais podem ser úteis. Estas incluem a medição do conteúdo 
dos nucleotídeos plaquetários e sua liberação durante a agregação plaquetária. A quantificação de glicoproteínas 
de membrana pode ser realizada para o diagnóstico inequívoco de síndrome de Bernard-Soulier e trombastenia de 
Glanzmann (veja abaixo).

Liberação de ATP por lumiagregometria: lumiagregometria é o método mais amplamente utilizado para avaliar 
a função de liberação dos grânulos densos das plaquetas. Tem a vantagem de que LTA e liberação de ATP dos 
grânulos densos podem ser medidas simultaneamente. Baseia-se no princípio da reação luciferina-luciferase. 
Quando as plaquetas são ativadas, os grânulos densos liberam o ATP e o ADP armazenados. O ATP liberado reage 
com a luciferina na presença de luciferase, produzindo luminescência que pode ser quantificada em relação a um 
padrão de ATP. Secreção defeituosa de ATP pode ser observada tanto na deficiência de grânulos densos quanto 
em defeitos de secreção primária. A distinção entre as duas entidades requer testes adicionais, como medição do 
teor total de ATP-ADP nas plaquetas por ensaios bioluminescentes, ensaios de liberação de serotonina com 14C-5-
HT radiomarcado, ensaio de mepacrina por citometria de fluxo (veja abaixo) ou avaliação de grânulos densos por 
microscopia eletrônica de transmissão de montagem completa.
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Tabela 36. Fatores técnicos que influenciam a função plaquetária

Anticoagulante 1/10 do volume de citrato trissódico.

Tempo Iniciar os testes 30 minutos após a preparação do PRP.

Concluir os estudos em até quatro horas após a coleta de sangue.

Centrifugação Deve ser suficiente para remover hemácias e leucócitos, mas não plaquetas grandes. Deve ser 
realizada em temperatura ambiente, não a 4°C. Plaquetas grandes podem ser separadas por 
sedimentação.

Contagem de plaquetas Contagens baixas <100 x 109/L causam respostas lentas e fracas.

Contagens altas >1000 x 109/L podem apresentar resposta reduzida.

pH <pH 7,7 inibe a agregação.

>pH 8,0 aumenta a agregação.

Velocidade de mistura <800 rpm mostra agregação reduzida.

>1200 rpm desfaz aglomerados de plaquetas.

Hematócrito >55% mostra progressivamente menos agregação, especialmente inibição da segunda fase 
devido ao aumento da concentração de citrato.

Temperatura <35°C mostra diminuição da agregação com doses regulares de todos os agonistas, mas 
aumento da resposta a baixas doses de ADP.

Lipemia O aumento de quilomícrons causa agregação reduzida.

Cubeta suja Pode causar agregação espontânea aparente

Sem barra de agitação Nenhuma resposta na adição de agente agregante.

Bolhas de ar Oscilações rápidas e amplas da caneta antes da agregação. Também causadas por baixa 
contagem de plaquetas.

Diferenças entre condições de agregação plaquetária in vivo e in vitro: nos exames de sangue in vitro, o sangue é 
anticoagulado, os glóbulos vermelhos e brancos são removidos, os componentes vasculares não estão envolvidos, 
a coagulação não está envolvida, a população de plaquetas é selecionada, os produtos de ativação e liberação 
plaquetária são mantidos, os reagentes usados são não fisiológicos na composição e dosagem, as plaquetas são 
instáveis fora do corpo e os medicamentos podem apresentar efeitos mais ou menos acentuados do que in vivo.

Teste de Função Plaquetária por Citometria de Fluxo: a citometria de fluxo pode fornecer informações úteis para 
o diagnóstico e a classificação de distúrbios da função plaquetária. Pode ser utilizada para análise de receptores 
de glicoproteínas, teste de função plaquetária após estimulação com agonista, medição da função pró-coagulante 
das plaquetas (por exemplo, ligação à anexina V) e avaliação do conteúdo de grânulos alfa e densos. As principais 
vantagens da citometria de fluxo são a necessidade de pequenos volumes de amostra, ela pode ser realizada em 
sangue total e não é limitada por trombocitopenia. Isso se torna particularmente útil em pacientes pediátricos e 
trombocitopênicos.

Análise de glicoproteínas de superfície plaquetária por citometria de fluxo: a trombastenia de Glanzmann, 
caracterizada por αIIbβ3 anormal ou ausente, pode ser detectada com anticorpos monoclonais anti-GPIIb (CD41) ou 
CDIIIa (CD61) marcados com fluorescência, e a síndrome de Bernard Soulier, caracterizada por GP1b/V/IX anormal 
ou ausente, pode ser diagnosticada com anticorpos direcionados contra GPIb (CD42b) ou GPIX (CD42a). Além 
disso, outros IPFDs menos comuns que afetam os receptores α2β1 (CD49/CD29), GPIV (CD36) ou GPVI também 
podem ser diagnosticados com os respectivos anticorpos. A análise de moléculas de superfície pode ser feita até 
24 horas após a coleta. Teste de ativação plaquetária (PACT) por citometria de fluxo. O PACT permite a medição 
simultânea de uma ampla gama de diferentes marcadores de ativação da função plaquetária, permitindo assim uma 
análise mais abrangente de várias vias envolvidas na função plaquetária. As plaquetas podem ser identificadas por 
meio de suas propriedades características de dispersão frontal (FSC) e dispersão lateral (SSC) e, preferivelmente, 
pela adição de um receptor de glicoproteína específico (por exemplo, CD41). Alguns dos marcadores de ativação 
comumente usados são: PAC-1 (anticorpo monoclonal que se liga especificamente à forma conformacional ativada 
de αIIbβ3), CD62P ou P-selectina (um dos conteúdos dos grânulos α, pode ser usado como marcador de liberação 
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de grânulos α) e CD63 (pode ser usado como marcador de liberação de grânulos δ). O teste pode ser realizado 
utilizando uma combinação de agonistas que visam diferentes vias, como ADP, peptídeo ativador do receptor de 
trombina (TRAP) e convulxina. A expressão dos marcadores de ativação nas plaquetas é medida (usando MFI e/
ou %) na linha basal (antes da adição do agonista) e após a estimulação com agonista. Expressão reduzida após 
estimulação com agonista sugere defeito/anormalidade na via específica. É importante analisar uma amostra de 
controle simultaneamente, da mesma forma que na LTA.

Ligação do FVW induzida por ristocetina por citometria de fluxo: a função do receptor GP1b/V/IX e do FVW 
também pode ser avaliada por citometria de fluxo, medindo a expressão de FVW nas plaquetas após a adição 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 plaquetária.

Ensaio de captação e liberação de mepacrina por citometria de fluxo: o ensaio de captação e liberação de 
mepacrina também pode ser usado para avaliar defeitos nos grânulos δ. A mepacrina é um derivado fluorescente da 
acridina que se liga aos nucleotídeos de adenosina plaquetária com alta afinidade. Após incubação das plaquetas 
com mepacrina a 37°C por 30 minutos, ela é captada seletivamente pelos grânulos densos, o que pode ser medido 
pelo aumento da fluorescência por citometria de fluxo. A função de liberação também pode ser avaliada medindo 
a fluorescência da mepacrina após estimulação com agonista (por exemplo, convulxina ou TRAP). A fluorescência é 
medida na linha basal (apenas plaquetas), após a adição de mepacrina (plaquetas + mepacrina) e após a adição do 
agonista (plaquetas + mepacrina + agonista). As razões de captação e liberação podem ser calculadas. Captação e 
liberação diminuídas são observadas na deficiência de grânulos densos, enquanto captação normal com liberação 
reduzida é observada em defeitos de secreção. 

Atividade pró-coagulante das plaquetas: após estimulação simultânea de plaquetas com convulxina e trombina, 
um subconjunto de plaquetas expressa o fosfolipídio aniônico pró-coagulante fosfatidilserina na superfície das 
plaquetas ativadas. Isso pode ser avaliado usando anexina V ou lactaderina marcada com fluorescência, que se liga 
à fosfatidilserina. A translocação de fosfolipídios pró-coagulantes facilita a montagem de fatores de coagulação 
para geração de trombina na superfície das plaquetas. A citometria de fluxo permite a detecção de atividade pró-
coagulante comprometida (síndrome de Scott) ou aumentada (síndrome de Stormoken) e suas síndromes associadas.
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Tabela 37a. Resumo dos distúrbios hereditários da função plaquetária com características clínicas e laboratoriais

Distúrbio 
Defeito 
genético

Contagem e morfologia 
de plaquetas/outras 
características de PBS LTA

Características 
laboratoriais 
adicionais

Características 
clínicas adicionais 
(+/-sindrômicas)

Defeitos dos receptores de glicoproteínas

Trombastenia de 
Glanzmann

ITGA2B, 
ITGB3

Normal Resposta ausente a 
todos os agonistas, 
exceto aglutinação 
à ristocetina

Citometria de fluxo 
identifica deficiência 
de GPIIb/GPIIIa

Autossômico 
recessivo, 
sangramento grave

Trombocitopenia 
relacionada a 
ITGA2B/ITGB3

ITGA2B, 
ITGB3

Macrotrombocitopenia com 
anisocitose

Resposta ausente/ 
comprometida a 
todos os agonistas, 
exceto aglutinação 
à ristocetina

Expressão reduzida 
de GPIIb/GPIIIa

 
Expressão defeituosa 
de PAC1

Autossômico 
dominante, 
sangramento leve a 
moderado

Síndrome de Bernard 
Soulier

GP1BA, 
GP1BB, GP9

Macrotrombocitopenia Resposta ausente 
de aglutinação à 
ristocetina

Citometria de fluxo 
identifica deficiência 
de GP1b-IX-V

Autossômico 
recessivo, 
sangramento 
moderado/ grave

Síndrome de 
DiGeorge/ 
velocardiofacial/ 
síndrome de deleção 
22q11.2

Del22q11.2 Contagens de plaquetas 
normais/ discretamente 
reduzidas com plaquetas 
grandes

Agregação 
normal/ variável 
(resposta reduzida 
à ristocetina em 
~30% dos casos)

Expressão reduzida 
de GP1b/IX/V por 
citometria de fluxo

Fenda palatina, 
defeitos cardíacos, 
fácies anormal, 
deficiências de 
desenvolvimento, 
imunodeficiência, 
sangramento leve a 
significativo

DVW tipo 
plaquetária

Mutação de 
ganho de 
função no 
GP1BA

Macrotrombocitopenia, 
aglomerados de plaquetas

Aumento da 
aglutinação com 
baixa concentração 
de ristocetina

Multímeros de 
FVW de alto peso 
molecular reduzidos 
(atividade do FVW 
reduzida)

Autossômico 
dominante, 
sangramento leve a 
moderado

Defeitos dos 
receptores de 
colágeno

GP6

ND

Normal Resposta isolada de 
agregação reduzida 
ao colágeno

Deficiência de 
GPVI ou α2β1 por 
citometria de fluxo

Autossômico 
recessivo, 
sangramento leve
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Tabela 37b. Resumo dos distúrbios hereditários da função plaquetária com características clínicas e laboratoriais

Distúrbio 
Defeito 
genético

Contagem e morfologia 
de plaquetas/outras 
características de PBS LTA

Características 
laboratoriais 
adicionais

Características 
clínicas adicionais 
(+/-sindrômicas)

Anormalidades dos receptores acoplados à proteína G

Defeito do 
receptor de TXA2 
(TP)

TBXA2R Normal Agregação 
anormal com AA e 
análogo de TXA2 
(U46619)

Autossômico 
recessivo, diátese 
hemorrágica leve

Defeito do 
receptor de ADP 
(P2Y12)

P2Y12 Normal Resposta de 
agregação 
acentuadamente 
prejudicada ao 
ADP (apenas onda 
primária); resposta 
reduzida com outros 
agonistas também 
pode ser observada

Diminuição da 
expressão de 
marcadores 
de ativação na 
estimulação com 
agonista por ADP

Autossômico 
recessivo, 
sangramento leve 
após trauma/
cirurgia

Defeitos dos grânulos plaquetários (isolados/sindrômicos)

Defeitos dos grânulos alfa

Síndrome das 
plaquetas cinzentas

NBEAL2 Macrotrombocitopenia; 
plaquetas grandes com 
citoplasma cinza-azulado e 
grânulos azurófilos ausentes

Variável, 
anormalidades 
leves; pode ser 
normal

Grânulos α ausentes/ 
reduzidos por ME

Expressão de 
P-selectina reduzida/ 
ausente por citometria 
de fluxo/ELISA

Autossômico 
recessivo; 
sangramento 
leve, mielofibrose 
progressiva com 
esplenomegalia

Artrogripose renal 
colestática (ARC)

VPS33B, 
VIPAS39

Plaquetas cinzentas grandes Variável, 
anormalidades 
leves; pode ser 
normal

Grânulos α 
ausentes/ reduzidos 
por ME

P-selectina está 
reduzida em alguns 
e normal em outros

Contraturas em 
flexão, hipotonia, 
icterícia colestática, 
acidose tubular 
renal, déficit de 
crescimento, 
ictiose, infecção, 
diátese 
hemorrágica leve

Síndrome de 
Paris-Trousseau/ 
Jacobsen

Del11q23 
incluindo 
FL1

Plaquetas grandes, poucas 
com grânulos α fundidos

Variável Grânulos α 
gigantes fundidos 
na ME, dismega-
cariopoiese

Diátese 
hemorrágica 
leve, atraso no 
desenvolvimento, 
defeitos cardíacos, 
anomalias 
craniofaciais
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Disorder
Genetic 
defect

Platelet count and 
morphology/ other PBS 
features LTA 

Additional 
laboratory 
features

Additional 
clinical (+/- 
syndromic 
features)

Dense granule defects

Isolated 
dense granule 
deficiency/δ-
storage pool 
deficien cy

Normal Variable. May 
be decreased to 
several agonists: 
ADP, collagen 
and epinephrine, 
or normal

Decreased 
ATP release by 
lumiaggregometry

Reduced platelet 
ADP and increased 
ATP/ADP ratio

Reduced/absent 
dense granules by 
whole mount TEM

Reduced CD63 
and reduced 
mepacrine uptake 
and release by 
flow cytometry

Hermansky-
Pudlak 
syndrome

HPS1, AP3B1 
(HPS2), 
HPS3, HPS4, 
HPS5, HPS6, 
DNTBP1 
(HPS7), 
BLOC1S3 
(HPS8), and 
BLOC1S6 
(HPS9)

Normal Variable Oculocutaneous 
albinism, immu-
nodeficiency, 
mild bleeding 
diathesis, pul-
monary fibrosis, 
granulomatous 
colitis, and neu-
tropenia.

SLFN14-related 
thrombocyto-
penia

SLFN14 Macrothrombocytopenia Variable

Chediak-
Higashi 
syndrome

LYST Giant peroxidase 
positive cytoplasmic 
granules in leucocytes; 
lymphohistiocytosis

Variable Variable 
oculocutaneous 
albinism, 
recurrent life 
threatening 
infections, 
mild bleeding 
diathesis

Combined 
α-granule/δδ-
granule 
disorders

ND Pale grey platelets by 
light microscopy

Variable Absent/reduced 
α and δ- granules 
on TEM, and other 
features as seen in 
alpha and dense 
granule disorders

Mild to moderate 
bleeding 
diathesis

Granule 
secretion 
defect or 
primary 
secretion 
defect

ND Normal Variable Decreased 
ATP release by 
lumiaggregometry, 
normal mepacrine 
uptake with 
reduced 
mepacrine release 
by flow cytometry

Reduced CD63 
expression by flow 
cytometry; normal 
alpha and dense 
granules by EM

Mild to moderate 
bleeding 
diathesis.
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Tabela 37c. Resumo dos distúrbios hereditários da função plaquetária com características clínicas e laboratoriais

Distúrbio 
Defeito 
genético

Contagem e morfologia 
de plaquetas/outras 
características de PBS LTA

Características 
laboratoriais 
adicionais

Características 
clínicas adicionais 
(+/-sindrômicas)

Defeitos dos grânulos densos

Deficiência 
de grânulos 
densos isolada/ 
deficiência 
de pool de 
armazenamento δ

Normal Variável. Pode 
ser reduzida a 
vários agonistas: 
ADP, colágeno 
e epinefrina, ou 
normal

Diminuição da 
liberação de ATP por 
lumiagre-gometria

Redução do ADP 
plaquetário e 
aumento da relação 
ATP/ADP

Grânulos densos 
reduzidos/ ausentes 
por TEM de 
montagem completa

Redução de CD63 
e redução da 
captação e liberação 
de mepacrina por 
citometria de fluxo

Síndrome de 
Hermansky-
Pudlak

HPS1, AP3B1 
(HPS2), HPS3, 
HPS4, HPS5, 
HPS6, DNTBP1 
(HPS7), 
BLOC1S3 
(HPS8) e 
BLOC1S6 
(HPS9)

Normal Variável Albinismo 
oculocutâneo, 
imunodeficiência, 
diátese 
hemorrágica 
leve, fibrose 
pulmonar, colite 
granulomatosa e 
neutropenia.

Trombocitopenia 
relacionada a 
SLFN14

SLFN14 Macrotrombocitopenia Variável

Síndrome de 
Chediak-Higashi

LYST Grânulos citoplasmáticos 
gigantes peroxidase-
positivos em leucócitos; linfo-
histiocitose

Variável Albinismo 
oculocutâneo 
variável, infecções 
recorrentes de 
risco à vida, diátese 
hemorrágica leve

Distúrbios 
combinados 
de grânulos α/ 
grânulos δ

ND Plaquetas cinzentas pálidas 
por microscopia de luz

Variável Grânulos α e δ ausentes/ 
reduzidos na TEM e 
outras características 
observadas em 
distúrbios de grânulos 
alfa e densos

Diátese 
hemorrágica leve a 
moderada

Defeito de 
secreção de 
grânulos ou 
defeito de 
secreção 
primária

ND Normal Variável Diminuição da 
liberação de ATP por 
lumiagre-gometria, 
captação normal 
de mepacrina com 
liberação reduzida 
de mepacrina por 
citometria de fluxo

Redução da expressão 
de CD63 por 
citometria de fluxo; 
grânulos alfa e densos 
normais por ME

Diátese 
hemorrágica leve a 
moderada
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Disorder
Genetic 
defect

Platelet count and 
morphology/ other PBS 
features LTA 

Additional 
laboratory 
features

Additional 
clinical (+/- 
syndromic 
features)

Defects of transcription factors

Familial platelet 
disorders with 
associated 
myeloid 
malignancy (FPD/
AML)

RUNX1 Thrombocytopenia Abnormal 
aggregation to 
multiple agonists

δ-granule 
secretion defect

Predisposition 
to develop MDS 
and AML

FLI1-related δ 
granule defect

FLI1 Thrombocytopenia Reduced 
aggregation to 
collagen and 
TRAP

δ-granule 
secretion defect

GATA1- defect GATA1 Macrothrombocytopenia Reduced 
aggregation to 
collagen and 
ristocetin

Reduced 
α-granule 
content and 
release

GFI1B-related 
defect

GFI1B Macrothrombocytope-
nia, dyserythropoiesis

Normal Reduced 
α-granule release

Autosomal 
dominant

Signal transduction protein defects

Cytosolic 
phospholipase 
A2 defect/
Cyclo-oxygenase 
deficiency/
TXA2 synthase 
deficiency

PLA2G4A/
ND/TBXAS1

Normal Absent response 
with AA and 
normal response 
with TXA2

CalDAG-GEFI 
defect

RASGRP2 Normal Markedly 
reduced/absent 
response to ADP, 
Epinephrine, 
reduced/normal 
response to 
Collagen, TRAP 
and ristocetin

Normal GPIIb/
GPIIIa expression 
Defective PAC1 
expression

Autosomal 
recessive, severe 
bleeding

Leukocyte 
adhesion 
deficiency-III

FERMT3 Leukocytosis GT like pattern Normal GPIIb/
GPIIIa expression 
Defective PAC1 
expression

Autosomal 
recessive, 
severe bacterial 
infection, poor 
wound healing, 
severe bleeding
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Tabela 37d. Resumo dos distúrbios hereditários da função plaquetária com características clínicas e laboratoriais

Distúrbio 
Defeito 
genético

Contagem e morfologia 
de plaquetas/outras 
características de PBS LTA

Características 
laboratoriais 
adicionais

Características 
clínicas adicionais 
(+/-sindrômicas)

Defeitos dos fatores de transcrição

Distúrbios 
plaquetários 
familiares com 
malignidade 
mieloide associada 
(FPD/LMA)

RUNX1 Trombocitopenia Agregação 
anormal a múltiplos 
agonistas

Defeito de 
secreção de 
grânulos δ

Predisposição para 
desenvolver SMD 
e LMA

Defeito dos 
grânulos δ 
relacionado a FLI1

FLI1 Trombocitopenia Agregação reduzida 
a colágeno e TRAP

Defeito de 
secreção de 
grânulos δ

Defeito de GATA1 GATA1 Macrotrombocitopenia Agregação reduzida 
a colágeno e 
ristocetina

Conteúdo e 
liberação reduzidos 
de grânulos α

Defeito relacionado 
a GFI1B

GFI1B Macrotrombocitopenia, 
diseritropoiese

Normal Liberação reduzida 
de grânulos α

Autossômico 
dominante

Defeitos das proteínas de transdução de sinal

Defeito da 
fosfolipase 
A2 citosólica/ 
Deficiência de 
ciclooxigenase/ 
Deficiência de TXA2 
sintase

PLA2G4A/ ND/ 
TBXAS1

Normal Resposta ausente 
com AA e resposta 
normal com TXA2

Defeito da CalDAG-
GEFI

RASGRP2 Normal Resposta 
acentuadamente 
reduzida/ ausente 
a ADP, epinefrina, 
resposta reduzida/ 
normal a colágeno, 
TRAP e ristocetina

Expressão normal 
de GPIIb/GPIIIa

Expressão 
defeituosa de PAC1

Autossômico 
recessivo, 
sangramento grave

Deficiência de 
adesão leucocitária 
tipo III

FERMT3 Leucocitose Padrão tipo GT Expressão normal 
de GPIIb/GPIIIa

Expressão 
defeituosa de PAC1

Autossômico 
recessivo, infecção 
bacteriana grave, 
má cicatrização 
de feridas, 
sangramento grave
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Disorder
Genetic 
defect

Platelet count and 
morphology/ other PBS 
features LTA 

Additional 
laboratory 
features

Additional clinical 
(+/- syndromic 
features)

Defects of cytoskeletal proteins

Wiskott Aldrich 
syndrome (WAS) 
/X-linked throm-
bocytopenia

WAS Microthrombocytopenia Decreased T-cell 
subsets, natural 
killer cell function, 
decreased α- and 
δ-granules by TEM

WAS: X-linked 
inheritance; 
Eczema, immune 
deficiency, 
malignancies and 
autoimmunity.

MYH9 related 
disease (formerly 
known as Sebas-
tian, May-Heg-
glin, Fechtner, 
and Epstein syn-
dromes)

MYH9 Macrothrombocytopenia, 
Dohle like inclusion in 
neutrophils

Normal Autosomal 
dominant; variable 
association with 
sensorineural 
hearing loss, 
cataracts, and 
nephritis

ADAP defect FYB Microthrombocytopenia Increased 
expression 
of P-selectin 
and PAC-1 
but impaired 
expression upon 
activation

Defects of membrane phospholipids

Scott syndrome TMEM16F Normal Normal Reduced Annexin 
binding by flow 
cytometry

Autosomal 
recessive

Stormorken 
syndrome

STIM1, 
ORAI1

Anemia Howell Jolly 
bodies

Normal Enhanced Annexin 
V binding and 
defective PAC-1 
expression

Faical 
dysmorphism, 
ichtyhosis, 
myopathy

Enhanced platelet fibrinolytic activity

Quebec platelet 
disorder

PLAU 
(duplication)

Variable 
thrombocytopenia

Abnormal 
response with 
Epinephrine

Excess platelet 
urokinase 
plasminogen 
activator causing 
proteolysis of 
α-granule proteins 
and fibrinolysis

Autosomal 
dominant, 
delayed onset 
bleeding after 
surgery/trauma, 
not response to 
antifibrinolytics 
but responsive to 
antifibrinolytics

Bolton-Maggs PH, Chalmers EA, Collins PW, Harrison P, Kitchen S, Liesner RJ et al. A review of inherited platelet 
disorders with guidelines for their management on behalf of the UKHCDO. Br J Haematol 2006; 135(5): 603-633.

Bourguignon A, Tasneem S, Hayward CP. Screening and diagnosis of inherited platelet disorders. Crit Rev Clin Lab 
Sci 2022; 59(6): 405-444.

The British Society for Haematology Haemostasis and Thrombosis Task Force. Guidelines on platelet function testing. 
J Clin Pathol 1988; 41(12): 1322-1330.

Cai H, Mullier F, Frotscher B, Briquel ME, Toussaint M, Massin F, Lecompte T, Latger-Cannard V. Usefulness of flow 
cytometric mepacrine uptake/release combined with CD63 assay in diagnosis of patients with suspected platelet 
dense granule disorder. Semin Thromb Hemost 2016; 42(3): 282-291.
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Tabela 37e. Resumo dos distúrbios hereditários da função plaquetária com características clínicas e laboratoriais

Referências

Distúrbio 
Defeito 
genético

Contagem e morfologia 
de plaquetas/outras 
características de PBS LTA

Características 
laboratoriais 
adicionais

Características 
clínicas adicionais 
(+/-sindrômicas)

Defeitos das proteínas do citoesqueleto

Síndrome 
de Wiskott 
Aldrich (WAS)/ 
trombocitopenia 
ligada ao X

WAS Microtrombocitopenia Diminuição de 
subconjuntos de 
células T, função das 
células natural killer, 
diminuição de grânulos 
α e δ por TEM

WAS: herança ligada 
ao X; eczema, 
imunodeficiência, 
malignidades e 
autoimunidade

Doença relacionada a 
MYH9 (anteriormente 
conhecida como 
síndromes de 
Sebastian, May-
Hegglin, Fechtner e 
Epstein)

MYH9 Macrotrombocitopenia, 
corpos de inclusão 
semelhantes aos de Dohle 
nos neutrófilos

Normal Autossômico 
dominante; 
associação variável 
com perda auditiva 
neurossensorial, 
catarata e nefrite

Defeito de ADAP FYB Microtrombocitopenia Expressão aumentada 
de P-selectina e PAC-
1, mas expressão 
prejudicada após 
ativação

Defeitos dos fosfolipídios de membrana

Síndrome de Scott TMEM16F Normal Normal Ligação à anexina 
reduzida por 
citometria de fluxo

Autossômico 
recessivo

Síndrome de 
Stormorken

STIM1, ORAI1 Anemia, corpos de Howell 
Jolly

Normal Ligação à anexina 
V aumentada e 
expressão defeituosa 
de PAC-1

Dismorfismo facial, 
ictiose, miopatia

Atividade fibrinolítica plaquetária aumentada

Distúrbio 
plaquetário de 
Quebec

PLAU 
(duplicação)

Variável
trombocitopenia

Resposta 
anormal com 
epinefrina

Excesso de ativador 
do plasminogênio 
do tipo uroquinase 
nas plaquetas 
causando proteólise 
de proteínas 
dos grânulos α e 
fibrinólise

Autossômico 
dominante, 
sangramento de 
início tardio após 
cirurgia/trauma, 
ausência de resposta 
a antifibrinolíticos, 
mas responsivo a 
antifibrinolíticos
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Investigação Laboratorial de Síndrome do 
Anticorpo Antifosfolipídeo (SAF)
Silmara Montalvão
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Um grupo heterogêneo de anticorpos que podem causar prolongamento do teste de TTPA são os anticorpos 
antifosfolipídios, que geralmente reagem com epítopos em proteínas que são complexadas com fosfolipídios 
carregados negativamente. Muitos desses anticorpos requerem beta-2-glicoproteína 1, uma proteína que se liga 
a fosfolipídios. Outros podem ser direcionados contra a protrombina. A identificação adequada desses anticorpos 
permitirá a caracterização da síndrome do anticorpo antifosfolipídeo (SAF) (Ruiz-Irastorza et al, 2010; Schreiber 
et al, 2018). É importante notar que esses anticorpos podem interferir nas reações de coagulação no laboratório, 
prolongando testes dependentes de fosfolipídios, como o TTPA e, ocasionalmente o TP, mas não estão associados 
a sangramento, exceto em alguns casos raros em que há deficiência de protrombina adquirida significativa. 
Paradoxalmente, esses anticorpos estão claramente associados a trombose venosa e arterial por mecanismos que 
não são bem compreendidos. Em centros de diagnóstico de distúrbios hemorrágicos, é necessário detectar esses 
anticorpos por meio de testes específicos para a investigação de pacientes com TTPA prolongado (Barbosa et 
al, 2019). Atualmente, existem diretrizes específicas para a realização correta dos testes utilizados no diagnóstico 
laboratorial de SAF, que podem ser usadas para atualizar as informações laboratoriais (veja abaixo).

•	 Devreese, K.M.J.; de Groot, P.G.; de Laat, B.; Erkan, D.; Favaloro, E.J.; Mackie, I.; 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.

•	 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, Musiał J, Zuily S, Wahl D, Devreese KMJ. Toward harmonized interpretation 
of anticardiolipin and anti-β2-glycoprotein I 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.

Classificação e Critérios Diagnósticos de SAF: desde que ficou claro que os anticorpos antifosfolipídios 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 são classificados como 
portadores de SAF quando um evento clínico ocorre junto com pelo menos um critério laboratorial positivo. Os 
critérios laboratoriais para definição de SAF são a presença de anticoagulante lúpico, aCL IgG/IgM ou a2GPI IgG/
IgM, persistentemente presente por no mínimo 12 semanas. Atualmente, uma nova iniciativa internacional está 
sendo realizada no sentido de desenvolver novos critérios para classificar SAF. Os critérios laboratoriais propostos 
incluem apenas os anticorpos dos critérios vigentes (anticoagulante lúpico, aCL IgG/IgM e a2GPI IgG/IgM).
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Clinical Criteria Laboratory Criteria 

1. Vascular thrombosis 1. Lupus anticoagulant

Venous, arterial or microvascular; ≥2 positive results 

Confirmed by objective validated criteria; At least 12 weeks apart

No evidence of inflammation in vessel wall

And/or

2. Pregnancy morbidity 2. Anticardiolipin antibody IgG and/or IgM 

≥1 unexplained fetal death _10th week of gestation or; Serum and plasma 

≥1 premature birth <34th week of gestation because 
of: Eclampsia or severe pre-eclampsia, placental 
insufficiency;

Medium or high titer (>40 GPL or MPL, or >99th 
percentile),

≥3 unexplained consecutive abortions <10th week of 
gestation.

Measured by ELISA Standardized

≥2 positive results

At least 12 weeks apart

And/or

3. Anti-β2 glycoprotein I antibody IgG and/or IgM

Serum and plasma 

Medium or high titer (>40 GPL or MPL, or >99th 
percentile),

Measured by ELISA Standardized

≥2 positive results

At least 12 weeks apart
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Tabela 38. Critérios de Sydney de 2006 para classificação da SAF

Critérios clínicos Critérios laboratoriais

1. Trombose vascular 1. Anticoagulante lúpico

Venosa, arterial ou microvascular; ≥2 resultados positivos

Confirmada por critérios objetivos validados; Pelo menos 12 semanas de intervalo

Nenhuma evidência de inflamação na parede do vaso

E/ou 

2. Morbidade gestacional 2. Anticorpo anticardiolipina IgG e/ou IgM

≥1 morte fetal inexplicada _10ª semana de gestação ou; Soro e plasma

≥1 parto prematuro <34ª semana de gestação por: eclâmpsia 
ou pré-eclâmpsia grave, insuficiência placentária;

Título médio ou alto (>40 GPL ou MPL, ou >99º percentil),

≥3 abortos consecutivos inexplicados ​​<10ª semana de 
gestação.

Medido por ELISA padronizado

≥2 resultados positivos

Pelo menos 12 semanas de intervalo

E/ou 

3. Anticorpo anti-β2 glicoproteína I IgG e/ou IgM

Soro e plasma

Título médio ou alto (>40 GPL ou MPL, ou >99º percentil),

Medido por ELISA padronizado

≥2 resultados positivos

Pelo menos 12 semanas de intervalo

Anticoagulante lúpico

Como escolher o teste? O anticoagulante lúpico pode ser detectado por diferentes testes de coagulação 
dependentes de fosfolipídios. A atualização mais recente das diretrizes da ISTH sobre detecção de anticoagulante 
lúpico recomenda o uso de dois testes em paralelo: o tempo de veneno de víbora de Russell diluído (dRVVT) e o 
TTPA (Devreese et al, 2020). O dRVVT é mais específico, enquanto o TTPA é mais sensível para o anticoagulante 
lúpico (dependendo muito do reagente utilizado). Os dois ensaios são complementares, pois os anticorpos nem 
sempre reagem em ambos. O ensaio de dRVVT baseia-se na ativação direta do FX por uma enzima presente no 
veneno das víboras de Russell. O ensaio de TTPA baseia-se na ativação da via de contato (intrínseca) da cascata de 
coagulação. A seleção de reagentes apropriados para fins de teste de anticoagulante lúpico é importante, visto que 
existem diversos reagentes disponíveis, especialmente para TTPA (Favaloro et al, 2019). Dois tópicos na seleção 
do reagente de TTPA precisam ser abordados: a escolha do agente ativador e a composição e concentração dos 
fosfolipídios. Como alternativa ao TTPA, o teste de tempo de coagulação de sílica (SCT) pode ser usado para teste 
de anticoagulante lúpico. O desempenho dos ensaios de anticoagulante lúpico deve ser validado ou verificado 
antes da implementação na prática clínica. Parte do processo de verificação deve incluir o teste de amostras com 
anticoagulante lúpico conhecido e valores médios bem caracterizados (Gardiner et al, 2021a; Gardiner et al, 2021b).

Como o teste é realizado? A avaliação do anticoagulante lúpico consiste em um procedimento de três etapas: 
triagem, mistura e confirmação (Devreese et al, 2020). O PPP é necessário para evitar resultados falso-negativos em 
razão da interação de fosfolipídios e plaquetas. A etapa de triagem inclui testes com reagentes de dRVVT e TTPA em 
baixas concentrações de fosfolipídios. Deficiência de fator de coagulação ou inibidores diferentes do anticoagulante 
lúpico podem provocar um teste de triagem positivo, por isso uma etapa de teste de mistura e de confirmação 
é necessária. O procedimento em etapas pode reduzir custos, pois evita a realização desnecessária da etapa de 
mistura e confirmação se a etapa de triagem for negativa. Na etapa de confirmação, um excesso de fosfolipídio 
aniônico é adicionado ao reagente de teste, e o excesso de fosfolipídio pode reduzir ou neutralizar os anticorpos. 
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Nos testes de dRVVT, os ensaios de triagem e confirmação são realizados em paralelo, e o resultado da etapa de 
confirmação é expresso como razão normalizada de acordo com o cálculo: [(resultado do paciente na triagem)/
(resultado do pool na triagem)]/[(resultado do paciente na confirmação)/(resultado do pool na confirmação)]. Na 
etapa de mistura, o teste de triagem é realizado em uma mistura de plasma de paciente e pool de plasma normal 
na proporção 1:1. O teste de mistura é expresso como a razão normalizada [(mistura na triagem)/(pool de plasma 
normal na triagem)]. Quando o tempo de coagulação no ensaio de confirmação é prolongado, uma etapa de mistura 
adicional com os reagentes confirmatórios (mistura de confirmação) pode ser realizada, e a razão é mais robusta e 
menos afetada pela interferência de deficiências congênitas ou adquiridas de fatores. Existem ensaios integrados 
que realizam todas as três etapas em um único procedimento. Nesses ensaios, os testes de triagem e confirmatórios 
são realizados paralelamente no plasma de paciente misturado com PNP, e os resultados são geralmente expressos 
como a diferença entre os dois testes.

Valores de corte: para interpretar os resultados do anticoagulante lúpico, é necessário determinar valores de corte 
que definem positividade em todas as etapas. Primeiramente, os laboratórios devem determinar os valores de corte 
em uma população de indivíduos sadios de pelo menos 120 pessoas, definindo o ponto de corte como o percentil 
99 após a rejeição de valores discrepantes (Devreese et al, 2020). No entanto, o número de 120 indivíduos normais 
para calcular os valores de corte pode ser difícil de obter para muitos laboratórios. Uma abordagem que requer 
menos voluntários é a transferência dos valores de corte recomendados pelo fabricante. Isso pressupõe que os 
pontos de corte do fabricante se baseiam em uma grande população de referência sadia com dados demográficos 
adequados, um método estatístico correto e uma combinação correta de reagentes e instrumentos (Castellone, 
2017). Quando essas condições forem atendidas, os valores de corte do fabricante devem ser verificados antes 
da transferência, testando 20 voluntários sadios que representem a demografia da população local. Após rejeitar 
valores discrepantes e substituí-los por novos resultados de voluntários sadios, os resultados (da população sem 
valores discrepantes) devem ser comparados com o valor de corte sugerido.

Interferências e limitações: a proteína C reativa interfere in vitro no teste de TTPA por meio de sua afinidade 
por fosfolipídios, levando a resultados falso-positivos. Embora esse efeito não tenha sido observado no ensaio de 
dRVVT, ele pode variar entre os reagentes. Além disso, o aumento da atividade coagulante do FVIII está associado 
a um TTPA mais curto, gerando resultados falso-negativos. Níveis elevados de FVIII podem ser observados durante 
a gravidez, cirurgia, inflamação, malignidade e outras condições. O teste de anticoagulante lúpico durante o evento 
trombótico ou durante o tratamento anticoagulante não é recomendado (Devreese et al, 2020).  As diretrizes mais 
recentes da ISTH não recomendam a pré-diluição de amostras para teste de anticoagulante lúpico na presença 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 vários efeitos nos testes de coagulação, levando 
à interpretação de resultados falso-negativos e falso-positivos. O TTPA e o TP devem ser realizados antes do início 
do teste de anticoagulante lúpico para obter mais informações sobre a amostra, mas isso não exclui a presença de 
DOACs ou HBPM.

Anticorpos Antifosfolipídios:

Como escolher o teste? Os anticorpos anticardiolipina e antibeta-2-glicoproteína 1 são identificados por 
imunoensaios de fase sólida. Os critérios de classificação da SAF indicam a medição desses anticorpos por ELISA 
padronizado. Contudo, técnicas alternativas de detecção para testes de anticorpos, como quimioluminescência, 
enzima fluorescente e imunoensaios de fluxo multiplex, estão disponíveis (Devreese et al, 2014). Em comparação 
com os métodos tradicionais de ELISA manual, as técnicas mais recentes são mais fáceis de usar e demonstram 
melhor precisão. Os ensaios diferem em termos de fase sólida, princípio de detecção, revestimento, fonte de 
antígenos e anticorpos, agentes bloqueadores para evitar ligações não específicas, protocolo de diluição, calibração 
e unidades (Devreese et al, 2014). Recomenda-se realizar os testes de acompanhamento do paciente no mesmo 
laboratório, visto que as plataformas não podem ser usadas de forma intercambiável.

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 características de desempenho do ensaio. O teste em 
duplicata é especialmente recomendado no caso de ELISAs manuais ou se a imprecisão inter e intraexecução do 
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ensaio for >10% (Devreese et al, 2014). Em cada execução, material de controle de qualidade interno precisa ser 
analisado em níveis de título relevantes. Curvas de calibração precisam ser determinadas em cada execução de 
ELISA ou para cada lote de reagentes em sistemas automatizados. Cada calibração deve ser avaliada e rejeitada 
quando não atender aos requisitos do fabricante ou quando o coeficiente de correlação entre os valores de teste 
e os valores alvo for menor que 0,90 (Devreese et al, 2014). Infelizmente, não há uniformidade no material de 
referência para calibração de testes. Esforços estão sendo feitos para desenvolver novos padrões monoclonais e 
policlonais para aCL e a2GPI, com o objetivo de criar padrões da OMS com UI/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 correlação deste ponto com a SAF (Levine et al, 1997). Porém, pode haver uma 
diferença acentuada entre 40 GPL/MPL e o percentil 99 para aCL (Vandevelde et al, 2024). E a ISTH-SSC não 
recomenda o uso de 40 GPL/MPL como ponto de corte. Recomenda-se calcular um valor de corte para positividade 
específico do laboratório com base em um percentil 99 não paramétrico de pelo menos 120 indivíduos de referência. 
A rejeição de valores discrepantes com o método de Dixon/Reed é recomendada para evitar a superestimação 
dos valores de corte. Transferir os pontos de corte do fabricante após verificação em 20 ou mais indivíduos de 
referência é uma alternativa válida se o ponto de corte do fabricante for calculado em uma população de referência 
suficientemente grande e uma metodologia estatística 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 lúpico, aCL IgG, aCL IgM, 
a2GPI IgG ou a2GPI IgM) é suficiente para diagnosticar a SAF. A interpretação combinada de diferentes aPL como 
perfis de anticorpos foi sugerida para identificar pacientes de alto risco, em comparação com a avaliação individual. 
Em portadores assintomáticos de aPL, positividade dupla e tripla foi um fator de risco para o desenvolvimento de 
eventos trombóticos, mas positividade única de aCL ou a2GPI não foi (Mustonen et al, 2014).

Interferências: a presença do fator reumatoide pode gerar resultados falso-positivos de aCL IgM e a2GPI IgM 
(Devreese et al, 2014; Forastiero et al, 2014). Ao contrário dos ensaios de anticoagulante lúpico, o teste de anticorpos 
com imunoensaios de fase sólida não está sujeito a interferência analítica de reagentes de fase aguda ou terapia 
anticoagulante. No entanto, aumento transitório de aCL e a2GPI é observado em condições inflamatórias (Exner et 
al, 2020; Laureano e Crowthe, 2018).
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Investigação Laboratorial de Fibrinólise
Silmara Montalvão

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 12

	9 Tempo de Lise do Coágulo Plasmático Induzida por tPA 	9 Ensaio de Geração de Plasmina

Fibrinólise é uma série de reações enzimáticas que degradam a fibrina insolúvel e depende da quantidade e 
qualidade de várias enzimas fibrinolíticas, como o ativador do plasminogênio tecidual (tPA) e a plasmina, seus 
respectivos inibidores, o inibidor do ativador do plasminogênio tipo 1 (PAI-1) e a alfa-2-antiplasmina (α2AP), bem 
como da estrutura do coágulo (Longstaff e Kolev, 2015). No cenário clínico, o aumento da taxa de fibrinólise é usado 
para reverter a oclusão trombótica (por exemplo, tPA recombinante para tratamento agudo de acidente vascular 
cerebral, infarto do miocárdio ou embolia pulmonar), enquanto a diminuição da taxa fibrinolítica é usada para reduzir 
o sangramento (por exemplo, ácido tranexâmico para tratamento agudo de acidente vascular cerebral, infarto do 
miocárdio ou embolia pulmonar) (Draxler e Medcalf, 2015; Ilich et al, 2017; Kwaan et al, 2017). Recentemente, na 
hemofilia, ensaios que medem a formação de coágulo e a fibrinólise têm sido utilizados para facilitar comparações 
diretas e funcionais entre agentes hemostáticos novos e emergentes que apresentam diferentes mecanismos de 
ação (Holle et al, 2024). No entanto, testes globais para identificar o potencial fibrinolítico de um indivíduo não 
são amplamente implementados. Em contraposição, pesquisas básicas sobre fibrinólise geralmente se baseiam na 
quantificação dos vários fatores fibrinolíticos. As concentrações totais são medidas por meio de ensaios baseados em 
antígenos e testes funcionais específicos para determinar sua atividade. Apesar da variedade de ensaios disponíveis, 
continua sendo um desafio atribuir fatores fibrinolíticos individuais que contribuem para o resultado fibrinolítico 
geral em razão da natureza dinâmica do ambiente que envolve o coágulo (Longstaff, 2018). Durante décadas, 
ensaios de lise de coágulos monitorados por turbidez têm sido utilizados como método padrão para quantificar o 
potencial fibrinolítico geral de uma amostra, e variações desse ensaio global e simplista foram desenvolvidas para 
abordar as funções dos fatores fibrinolíticos. Nesse contexto, dois ensaios foram explorados na prática clínica e 
apresentam resultados promissores para uso na avaliação do potencial fibrinolítico geral.

Tempo de Lise do Coágulo Plasmático Induzida por tPA: os tempos de lise do coágulo plasmático induzida 
por ativador do plasminogênio são frequentemente relatados para avaliar e quantificar a propriedade fibrinolítica 
geral de uma amostra (Longstaff, 2018). Esse teste é realizado adicionando simultaneamente agonistas para iniciar 
a coagulação (por exemplo, fator tecidual e Ca2+) e a fibrinólise (por exemplo, tPA) ao plasma citratado. Como 
alternativa, os coágulos podem ser gerados primeiro e depois cobertos com tPA para simular o cenário clínico 
no qual o tPA é infundido para degradar trombos isquêmicos existentes (Longstaff et al, 2011). A simplicidade 
do sistema de reação e o processamento mínimo da amostra fazem desse ensaio o método ideal para investigar 
a suscetibilidade de coágulos plasmáticos à fibrinólise (Holle et al, 2024). O teste também é sensível a moléculas 
inibidoras que têm como alvo fatores específicos, como PAI-1 e α2AP, que podem ser incluídas para inferir os 
respectivos papéis de PAI-1 e α2AP na fibrinólise geral (Zheng et al, 2023).

Reagentes e método:

•	 Fosfolipídios [4 μM final]
•	 CaCl2 [10 mM final]
•	 Fator tecidual [diluição 1:15.000 de Innovin, fator tecidual 1 pM final]
•	 Solução salina tamponada com HEPES (HEPES 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM)
•	 tPA (0,5 μg/mL final)
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1)	 Em uma placa de 96 poços com fundo em U, pipete 10 uL de TF/PL/rtPA em cada poço (pipetagem 
reversa para o fundo do poço)

2)	 Adicione 40 uL de PPP em cada poço (pipetagem reversa para a lateral do poço na parte de cima)
3)	 Pré-aqueça a placa na incubadora por 5 minutos
4)	 Após 5 minutos de pré-aquecimento, use uma pipeta multicanal para transferir 10 uL de Ca, misture bem 

e evite a formação de bolhas
5)	 Coloque a placa rapidamente no leitor de placas e inicie a leitura
6)	 Monitore a reação por 2 horas, medindo a turbidez a 405 nm a cada 12 segundos usando um leitor de 

placas.

Ensaio de Geração de Plasmina: os ensaios de geração de plasmina desenvolvidos por vários grupos compartilham 
alguns elementos comuns (Longstaff, 2018; Zheng et al, 2023). Em geral, a atividade pró-coagulante no ensaio 
de geração de plasmina é iniciada pela adição de fator tecidual exógeno ao plasma recalcificado, e a atividade 
fibrinolítica é desencadeada pela adição de tPA exógeno. A geração de plasmina é detectada pela clivagem de um 
substrato fluorogênico, e os parâmetros são definidos a partir do acúmulo de fluorescência ou por meio de uma 
derivada matemática dessa curva de fluorescência. Diferenças sutis entre esses ensaios incluem as concentrações 
de fator tecidual e tPA usadas e a utilização ou não de plasma diluído. Algumas variações desses ensaios detectam 
trombina e plasmina simultaneamente, enquanto outras realizam essas medições separadamente, mas em paralelo. 
Estudos mostram que esses ensaios são específicos para plasmina e sensíveis à α2AP, com a atividade medida 
representando a plasmina livre. A geração de plasmina também é sensível ao ácido tranexâmico. Considerando 
as altas concentrações de tPA necessárias para desencadear a geração de plasmina mensurável, o teste não é 
sensível a concentrações plasmáticas de PAI-1 (Miszta et al, 2021). No entanto, a resposta de geração de plasmina 
à adição de tPA exógeno é dose-dependente. Um crescente corpo de estudos sugere que ensaios de geração de 
plasmina, especialmente quando usados com ensaios de geração de trombina e turbidez, produzem uma impressão 
multidimensional dos efeitos integrados das atividades pró-coagulante e fibrinolítica na saúde e na doença (Miszta 
et al, 2021; Zheng et al, 2023).

Reagentes e método:

•	 Solução salina tamponada com Tris (TBS), contendo 66 mM de Tris e NaCl 130 mM
•	 34 mM de CaCl2
•	 10 pM de fator tecidual (fator tecidual humano recombinante lipidado, Innovin, Siemens Healthcare, Erlangen, 

Alemanha)
•	 900 ng/mL de tPA (ativador do plasminogênio tecidual de cadeia dupla recombinante, Actylise, Boehringer 

Ingelheim, Biberach an der Riss, Alemanha)
•	 α-trombina (BOC-VAL-PrO-ARG-MCA, Peptides International, 5 mg)
•	 Plasmina (BOC-GLU-LYS-LYS-MCA, Peptides International, 5 mg)

1)	 Prepare a solução reagente com 34 mM de CaCl2, 10 pM de fator tecidual e 900 ng/mL de tPA na 
solução TBS. A concentração final dos reagentes no plasma foi 5 pM de TF e 450 ng/mL de tPA.

2)	 Dois substratos foram preparados com concentração final de 100 μM e utilizados na detecção das enzimas: 
α-trombina e plasmina.

3)	 Os dois primeiros poços da placa (Grelner, 96 poços, fundo plano, preto transparente) devem ser usados 
como branco, e as amostras foram analisadas em duplicata, em fileiras paralelas, para cada substrato, 
evitando possível interferência e/ou interação na detecção do sinal.

4)	 Adicione soluções de substrato (20 μL) aos poços da placa, seguido de 90 μL das amostras e do branco 
(solução TBS).

5)	 Utilizando uma pipeta automática com múltiplas ponteiras, adicione 90 μL da solução de reação pré-aquecida 
(37°C por 3 min) a cada poço da placa.

6)	 Por fim, a placa deve ser lida no fluorômetro com comprimento de onda de excitação de 340 nm e emissão 
de 450 nm por 4 horas em intervalos de 45 segundos.

7)	 A análise 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 poços de plasma duplicados, 
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subtraindo os valores de leitura do branco (para trombina e plasmina separadamente). Parâmetros a serem 
calculados nos dois ensaios, usando as ferramentas do aplicativo Shiny: início (tempo até o ponto de inflexão 
antes do aumento da turbidez), taxa máxima (inclinação de uma linha ajustada à taxa máxima de aumento da 
turbidez usando 5 a 10 pontos para determinar a linha), tempo até o platô/pico (tempo até o platô [formação 
de coágulo] ou pico [fibrinólise] de turbidez), alteração de turbidez (turbidez máxima do coágulo menos a 
turbidez inicial) e área sob a curva (AUC) (calculada como a soma dos trapézios formados pelas curvas de 
turbidez).
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Parâmetros de Coagulação em Populações 
Pediátricas
Pierre Toulon

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 13

	9 Hemostasia do Desenvolvimento 	9 Parâmetros de Coagulação em Neonatos e Crianças 
versus Adultos

O equilíbrio hemostático pediátrico, diferente do adulto, é um processo evolutivo conforme o sistema hemostático 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 diagnóstico 
e o tratamento ideais de doenças hemorrágicas e trombóticas em crianças. 

Hemostasia do Desenvolvimento: a hemostasia é um mecanismo complexo que envolve fatores pró-coagulantes 
e anticoagulantes. Ela permite que o sangue permaneça líquido ao circular em vasos intactos. Também evita 
o sangramento excessivo, promovendo a formação de coágulos após lesão endotelial, e a coagulação excessiva, 
limitando a formação de coágulos no local da lesão. O equilíbrio hemostático depende principalmente de muitos 
parâmetros, incluindo plaquetas, fatores de coagulação e inibidores, embora as células endoteliais e sanguíneas 
desempenhem um papel significativo. Crianças não são apenas adultos em miniatura, pelo menos no que diz respeito 
à hemostasia, pois o equilíbrio hemostático pediátrico é diferente do de adultos. Além disso, é um processo evolutivo, 
como demonstrado por Andrew M. et al (1987) há mais de 30 anos, tanto em recém-nascidos prematuros quanto em 
recém-nascidos a termo. Esses autores demonstraram que o sistema hemostático 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 coagulação de origem materna são incapazes de atravessar a 
barreira placentária devido ao seu tamanho. A síntese de fatores de coagulação pelo feto inicia-se precocemente (por 
exemplo, durante a quinta semana de gestação no caso do fibrinogênio), e o sangue se torna coagulável após onze 
semanas de gestação. As faixas de referência de parâmetros de coagulação para fetos foram estudadas em diferentes 
faixas etárias gestacionais, e os níveis plasmáticos medianos situaram-se entre 10% e 30% dos valores de adultos, 
dependendo do parâmetro avaliado, em fetos com idade entre 19 e 23 semanas, aumentando progressivamente 
para níveis entre 10% e 50% entre 30 e 38 semanas de gestação. Os achados iniciais de Andrew M et al (1987) foram 
confirmados por vários estudos que avaliaram diferentes populações pediátricas em diversas condições técnicas (ou 
seja, combinações de reagentes/analisadores). Os critérios de seleção dos indivíduos foram relativamente homogêneos 
entre os estudos; porém, alguns tiveram critérios de inclusão/exclusão e grupos etários ligeiramente diferentes. A 
principal diferença entre os estudos foi o número de indivíduos avaliados em cada faixa etária, que variou de 10 a mais 
de 500 indivíduos. O processo de coleta de amostras, um ponto-chave a ser considerado, visto que a coleta de sangue 
de bebês ou neonatos pode ser mais problemática do que em adultos, foi comparável nos diferentes estudos, com 
sangue coletado por punção 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 parâmetros envolvidos no sistema de coagulação, enquanto um estudo avaliou as concentrações 
de antígenos de vários analitos. Todos esses estudos mostraram que, ao nascimento, os níveis plasmáticos da maioria 
das proteínas de coagulação eram cerca de metade dos medidos em adultos, exceto FVIII:C e FVW, que são elevados, 
com os recém-nascidos prematuros apresentando níveis 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 parâmetros específicos, como 
FVII ou proteína C da coagulação, conforme mostrado na Tabela 39. Embora a tendência global seja consistente 
entre os estudos, as diferenças nos valores absolutos provavelmente se devem a diferenças nos reagentes e/ou nos 
instrumentos utilizados para medir esses parâmetros, particularmente nos testes globais de coagulação, como TP 
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ou TTPA. Assim, o Subcomitê do Comitê Científico e de Padronização da ISTH recomenda que cada laboratório 
defina suas faixas de referência dependentes da idade, utilizando suas próprias condições técnicas. Para cumprir a 
diretriz C28A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), as faixas de referência devem ser estabelecidas 
testando pelo menos 30 indivíduos diferentes em cada faixa etária. A obtenção de plasma suficiente a partir de um 
grande número de crianças "aparentemente" sadias para a realização de inúmeros testes gera questões logísticas 
que estariam muito além da capacidade de muitos laboratórios. Para contornar essa dificuldade, é prática comum 
consultar dados da literatura levando em consideração condições técnicas idênticas, mesmo que o processo pré-
analítico, e particularmente a coleta de sangue, possa ser diferente daquele utilizado em uma determinada instituição. 
As condições técnicas (ou seja, combinação de reagentes e instrumentos) utilizadas nas principais publicações são 
apresentadas na Tabela 40. A hemostasia primária foi menos estudada. Contudo, a contagem de plaquetas geralmente 
é normal ou elevada ao nascimento, atingindo os valores de adultos no período de 1 ano após aumentos transitórios. 
Apesar das plaquetas hiporreativas, particularmente no período neonatal, constatou-se que o tempo de sangramento 
e o tempo de fechamento plaquetário (PFA-100®) eram menores em recém-nascidos, sugerindo maior potencial 
hemostático. A normalização ocorreu antes do final do primeiro mês de vida. Em recém-nascidos, foram relatados 
níveis significativamente mais altos de FVW que depois diminuíram, atingindo os valores de adultos após 1 ano de 
vida, momento em que se observa um aumento significativo dos níveis plasmáticos nos grupos sanguíneos não O em 
comparação aos grupos sanguíneos O.

Conclusões

A compreensão do conceito de hemostasia do desenvolvimento, hoje universalmente aceito, é fundamental para 
garantir a prevenção, o diagnóstico e o tratamento ideais de doenças hemorrágicas e trombóticas em crianças. 
Portanto, é obrigatório que o laboratório utilize faixas de referência de parâmetros de coagulação específicas para 
cada idade. Parece impossível exigir que cada laboratório estabeleça seus próprios intervalos de referência para 
cada parâmetro de coagulação em suas próprias condições técnicas, testando pelo menos 120 indivíduos sadios 
em cada faixa etária, conforme recomendado pela Diretriz EP 28-A3C do CLSI. Portanto, a melhor opção para um 
laboratório seria traduzir os achados da literatura em faixas de referência locais para neonatos e crianças, levando em 
consideração seu ambiente técnico específico. Nesse sentido, já foram disponibilizados dados de combinações de 
reagentes e analisadores de fabricantes atuais. No caso de novos fabricantes, estudos específicos e, de preferência, 
multicêntricos teriam que ser realizados para estabelecer as faixas de referência pediátricas específicas utilizando essas 
novas combinações de reagentes/analisadores.
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Component Parameter
Neonatal period (mean 
value)* Normalization

Impact on 
hemostasis

Primary hemostasis Platelets

VWF

Platelet closure 
time (PFA-100®)

Normal or increased

Increased (153%)*

Shortened

1 Y (after transient 
increases)

3 Mo

2–4 W

Enhanced primary 
hemostasis

Coagulation FII, FVII, FIX, FX,

FXI, FXII, PK, 
HMWK

FV

FVIII

Fibrinogen

PT

aPTT

Decreased (40–66%)*

Decreased (37–54%)*

Normal or decreased 
(70%)*

Normal or increased 
(100%)*

Normal**

Prolonged or normal

Prolonged

1 Y (up to 16 Y for 
FVII)

1 Y

1 Y (up to 16 Y)

1 Mo

1 Y

1 Y

1 Y (up to 16 Y)

Decreased 
coagulation 
potential

Natural coagulation 
inhibitors

Antithrombin

Protein C

Protein S

Decreased (63%)

Decreased (35%)

Decreased (36%)*

3 Mo

16 Y

3 Mo

Decreased 
regulatory/

inhibitory potential

Fibrinolysis Plasminogen

alpha 2 
antiplasmin

tPA

D-dimer

Decreased (36%)*

Normal or decreased 
(85%)*

Increased

Increased 

6 Mo

6 Mo

1 W

16 Y

Increased 
fibrinolytic activity

Authors Instruments Reagents

Andrew et al (1987, 1988) ACL (Werfen)* Various*

Flanders et al (2005, 2006) STA-R (Stago)

BCS (Siemens)

Mainly Stago

Monagle et al (2006, 2011) STA Compact (Stago) Stago

Apple et al (2012) BCS (Siemens)

CA-1500 (Sysmex)

Siemens

Attard et al (2013) Microplate reader Stago

Toulon et al (2016) ACL TOP 500/700 (Werfen) Siemens
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Tabela 39. Parâmetros de coagulação em neonatos e crianças versus adultos: resumo dos resultados dos testes e 
efeito potencial na hemostasia (adaptado de Toulon et al, 2016)

*Em porcentagem (%) dos valores de adultos, de Andrew M, et al. (1987); **Fibrinogênio fetal pode estar presente; 
M: mês; S: semana; A: ano

Tabela 40. Condições técnicas (marcas de instrumentos e reagentes) utilizadas nos principais estudos que relataram 
valores habituais dos parâmetros de coagulação em populações pediátricas (*indica instrumentos e/ou reagentes 
que não estão mais disponíveis comercialmente)

Componente Parâmetro
Período neonatal (valor 
médio)* Normalização

Impacto na 
hemostasia

Hemostasia primária Plaquetas

FVW

Tempo de fechamento 
plaquetário (PFA-100®)

Normais ou elevadas

Elevado (153%)*

Reduzido 

1 A (após aumentos 
transitórios) 

3 M

2-4 S

Hemostasia  primária 
aumentada

Coagulação FII, FVII, FIX, FX,

FXI, FXII, PK, 
HMWK

FV

FVIII

Fibrinogênio

TP

TTPa

Diminuído (40-66%)*

Diminuído (37-54%)*

Normal ou diminuído (70%)*

Normal ou aumentado (100)*

Normal**

Prolongado ou normal

Prolongado

1 A (até 16 A para 
FVII)

1 A

1 A (até 16 A)

1 M

1 A

1 A

1 A (até 16 A)

Potencial de 
coagulação diminuído

Inibidores naturais da 
coagulação

Antitrombina 

Proteína C

Proteína S

Diminuída (63%)

Diminuída (35%)

Diminuída (36%)*

3 M

16 A

3 M

Potencial regulatório/

inibitório diminuído

Fibrinólise Plasminogênio

alfa 2  
antiplasmina

tPA

dímero D

Diminuído (36%)*

Normal ou diminuída (85%)*

Aumentado

Aumentado 

6 M

6 M

1 S

16 A

Atividade fibrinolítica 
aumentada

Autores Instrumentos Reagentes

Andrew et al (1987, 1988) ACL (Werfen)* Vários*

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)
CA-1500 (Sysmex)

Siemens

Attard et al (2013) Leitor de microplacas Stago

Toulon et al (2016) ACL TOP 500/700 (Werfen) Siemens
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Gene name
Cytogenetic 
location

GRCh38 (hg38) 
(coordinates) 
NC_000023.11 
(length [bp])

Genomic RefSeq 
(coordinate 
range)

Main transcript* 
RefSeq (length 
[nts]) (exons)

Main 
protein* 
RefSeq 
(length [aa])

OMIM 
#

F8 coagulation 
factor VIII

Xq28 complement 
(154,835,792-
155,022,723)

(186,931)

NG_011403.2

(5,001-191,932)

NM_000132.4

(9032) (26)

NP_000123.1

(2351)

300841

F9 coagulation 
factor IX

Xq27.1 (139,530,739-
139,563,459)

(32,720)

NG_007994.1

(5,001-37,723)

NM_000133.4

(2800) (8)

NP_000124.1

(461)

300746
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Análise Genética Molecular
Carlos De Brasi e Megan Sutherland

TÓPICOS ABORDADOS

PARTE 14

	9 Características Moleculares de Genes e Proteínas 
Relacionados à Hemofilia

	9 Espectro de Variantes Causadoras de Hemofilia
	9 Outros Fenótipos Associados ao Gene F8
	9 Outros Fenótipos Associados ao Gene F9

	9 Proteção contra Trombose Venosa Profunda (TVP)
	9 Espectro de Abordagens Práticas Aplicadas em 

Testes Genéticos
	9 Nomenclatura Padronizada e Potencial Patogênico 

de Variantes

A análise genética da hemofilia é importante para definir a causa subjacente do distúrbio hemorrágico em indivíduos 
afetados e seus familiares. A compreensão da variante genética associada ao fenótipo pode ajudar a prever a 
gravidade do distúrbio, incluindo o risco de desenvolvimento de inibidores. Também auxilia na identificação de 
mulheres portadoras de hemofilia, às quais pode ser oferecido diagnóstico pré-natal. É importante que os indivíduos 
submetidos a investigação genética recebam aconselhamento genético adequado antes de qualquer teste. As 
recentes Diretrizes da WFH para Manejo da Hemofilia (3ª edição) (Srivastava et al, 2019) contêm um capítulo dedicado 
à avaliação genética de indivíduos com hemofilia A e hemofilia B. Esse capítulo do manual de laboratório descreve 
a base genética da hemofilia A e B e destaca a heterogeneidade de abordagens práticas atualmente disponíveis 
em todo o mundo que podem ser utilizadas para investigar as variantes genéticas subjacentes. Também descreve 
o uso de nomenclatura padronizada para a descrição de variantes genéticas e sua classificação de patogenicidade, 
além de destacar a importância de um laudo de interpretação claro e conciso que descreva o resultado genético e 
as implicações para o indivíduo e sua família.

Características Moleculares de Genes e Proteínas Relacionados à Hemofilia: as características moleculares dos 
genes da hemofilia, FVIII ou F8 de coagulação e FIX ou F9 de coagulação, são apresentadas na Tabela 41. A Tabela 
41 mostra as coordenadas genômicas em GRCh38 (hg38), tamanho dos genes e localização citogenética de F8 e 
F9, sua complexidade de éxons (número de éxons), versões atualizadas e com curadoria de arquivos RefSeq (ou 
seja, NG_..., NM_..., NP_...) e o tamanho molecular relevante dos principais transcritos de genes e suas isoformas 
polipeptídicas derivadas.

Tabela 41. Características moleculares dos genes F8 e F9

Sí
m

b
ol

o 
ofi

ci
al

 
d

o 
H

G
N

C

Nome do 
gene

Localização 
citogenética

GRCh38 (hg38) 
(coordenadas) 
NC_000023.11 
(comprimento 
[pb])

RefSeq genômica 
(faixa de 
coordenadas)

Principal 
transcrito* RefSeq 
(comprimento 
[nts]) (éxons)

Principal 
proteína* 
RefSeq 
(comprimento 
[aa])

Nº 
OMIM

F8 Fator de 
coagulação 
VIII

Xq28 complemento 
(154.835.792-
155.022.723) 

(186.931)

NG_011403.2 

(5.001-191.932)

NM_000132.4 

(9032) (26)

NP_000123.1 

(2351)

300841

F9 Fator de 
coagulação IX

Xq27.1 (139.530.739-
139.563.459) 

(32.720)

NG_007994.1

(5.001-37.723)

NM_000133.4 

(2800) (8)

NP_000124.1 

(461)

300746

HGNC: HUGO Gene Nomenclature Committee [Comitê de Nomenclatura de Genes da HUGO]. Comprimento 
[unidades]: [pb], pares de bases; [nts], nucleotídeos; [aa]; aminoácidos. *Apenas a variante de transcrição mais longa 
(mais significativa) e sua principal isoforma derivada são indicadas. OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man 
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Protein Name  
main isoform

Isoform 
RefSeq 
(length [aa])

UNIPROT* 
#

Isoform domains: UNIPROT  
(aa coordinates)

3D-structure  
PDB id 
(aa coordinates)

FVIII coagulation 
factor VIII 
isoform a 
preproprotein

NP_000123.1

(2351)

P00451 Signal peptide: (1-19)

A1: F5/8 type A 1 (20-348)

A2: F5/8 type A 2 (399-730)

B: B-region (760-1667)

A3: F5/8 type A 3 (1713-2040)

C1: F5/8 type C 1 (2040-2188)

C2: F5/8 type C 2 (2193-2345)

Mature FVIIIa 2R7E.
pdb**

A: Heavy chain 

 A1-A2 (Legacy 
1-725)

B: Light chain

 A3-C1-C2 (Legacy 
1689-2332)

FIX coagulation 
factor IX isoform 
1 preproprotein

NP_000124.1

(461)

P00740 Signal peptide: (1-28) – Pro-
peptide: (29-46)

Gla: γ-carboxyglutamate-rich (47-92)

EGF1: Ca++-binding EGF-like 1 
(93-129)

EGF2: EGF-like 2 (130-171)

Act_peptide: Activation peptide 
(192-226)

Tryp_SPc: Trypsin-like serine 
protease (227-457)

Homology model 
FIXa.pdb***

L: Light chain

 Gla-EGF1-EGF2 
(47-171)

H: Heavy chain 

 Tryp_SPc (227-461)
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(https://omim.org/); nº, número de acesso. Os dados foram coletados do NCBI (Centro Nacional de Informações 
sobre Biotecnologia), acessado em 18/01/2024 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). RefSeq indica arquivos de Sequência 
de Referência da plataforma do navegador do NCBI.

Ademais, a Tabela 42 apresenta as características mais relevantes das proteínas de coagulação FVIII e FIX. A Tabela 42 
compila dados das principais isoformas das proteínas, da cartografia de aminoácidos (aa) de domínios de proteínas 
reconhecíveis (especificados pelo banco de dados UNIPROT) e de arquivos do banco de dados de proteínas (PDB) 
associados a modelos de estrutura 3D (coordenadas tridimensionais dos átomos de FVIIIa e FIXa).

*Navegador para proteínas 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 Coagulação da EAHAD (European Association for 
Haemophilia and Allied Disorders [Associação Europeia para Hemofilia e Distúrbios Associados]) (URL: https://dbs.
eahad.org/), acessados em 18/01/2024. Códons e aminoácidos (aa) são numerados seguindo as regras da HGVS (ou 
seja, códon +1 que codifica o primeiro resíduo (Met) do polipeptídeo primário em FVIII e FIX). Na numeração antiga, 
códon/aminoácido +1 refere-se ao que codifica o primeiro aminoácido da proteína FVIII madura (excluindo 19 aa 
do peptídeo sinal) e da proteína FIX (excluindo 46 aa do peptídeo sinal e do propeptídeo). Embora a numeração da 
HGVS seja recomendada, a numeração antiga foi amplamente utilizada em publicações anteriores.

Espectro de Variantes Causadoras de Hemofilia: a maioria das variantes patogênicas que afetam o gene F8 
causa hemofilia A, enquanto a maioria das variantes patogênicas de F9 causa hemofilia B. O banco de dados 
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.org) compila um grande conjunto de informações 
abrangentes sobre genes humanos, indica variantes que afetam sua função e descreve e classifica seus fenótipos 
associados. O banco de dados OMIM indica que as variantes de F8 estão associadas a dois fenótipos diferentes: 
hemofilia A (#306700) e trombofilia 13 (ligada ao X, devido a defeito do FVIII) (#301071) (THPH13); enquanto de F9, 
a quatro fenótipos: hemofilia B (#306900), trombofilia 8 (ligada ao X, devido a defeito do FIX) (#300807) (THPH8), 
proteção contra trombose venosa profunda (TVP) (#300807) e sensibilidade à varfarina (#301052). A Tabela 43 e a 
Tabela 44, respectivamente, mostram o espectro de mutações no gene F8 causadoras de hemofilia A de acordo com 

Tabela 42. Características moleculares das proteínas fatores VIII e IX de coagulação

Sím
bo

lo 
da

 

pr
ot

eí
na

Nome da Proteína

principal isoforma

Isoforma 

RefSeq 

(comprimento [aa]) Nº UNIPROT*

Domínios de isoformas: UNIPROT

(coordenadas de aa)

ID no PDB de estrutura 

3D

(coordenadas de aa)

FVIII fator VIII de 

coagulação

isoforma a  

preproproteína

NP_000123.1

(2351)

P00451 Peptídeo sinal: (1-19)

A1: F5/8 tipo A 1 (20-348)

A2: F5/8 tipo A 2 (399-730)

B: região B (760-1667)

A3: F5/8 tipo A 3 (1713-2040)

C1: F5/8 tipo C 1 (2040-2188)

C2: F5/8 tipo C 2 (2193-2345)

Mature FVIIIa 2R7E.

pdb**

A: Cadeia pesada

A1-A2 (Antiga 1-725)

B: Cadeia leve A3-C1-C2 

(Antiga 1689-2332)

FIX fator IX de 

coagulação

isoforma 1 

preproproteína

NP_000124.1

(461)

P00740 Peptídeo sinal: (1-28) – Propeptídeo: (29-46)

Gla: rico em γ-carboxiglutamato (47-92)

EGF1: EGF-like 1 ligado a Ca++ (93-129)

EGF2: EGF-like 2 (130-171)

Act_peptide: peptídeo de ativação (192-226)

Tryp_SPc: serina protease semelhante à 

tripsina (227-457)

Homology model FIXa.

pdb***

L: Cadeia leve

Gla-EGF1-EGF2

(47-171)

H: Cadeia pesada

Tryp_SPc (227-461)

https://www.uniprot.org/
https://dbs.eahad.org/
https://dbs.eahad.org/
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Variant type by effect

Severe non 
inversions 
# cases (%)

Severe Global 
# cases (%)

Moderate   
# cases (%)

Mild 
# cases (%) References

Missense 1418 (30.2) (16.2) 1340 (79.9) 3048 (95.8) F8_var_db EAHAD*

In-frame-indel 70 (1.5) (0.8) 19 (1.1) 32 (1.0) F8_var_db EAHAD*

Frameshift-indel 1487 (31.7) (17.0) 142 (8.5) 27 (0.9) F8_var_db EAHAD*

Splicing defect 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*

Large deletion (SV) 426 (9.1) (4.9) 19 (1.1) 3 (0.1) F8_var_db EAHAD*

Total non-inversions 4689 (100) (53.7) 1677 (100) 3182 (100) F8_var_db EAHAD*

Inv22 (SV) type 1

Inv22 (SV) type 2

Inv22 (SV) other types

740 (35.4)

140 (6.7)

25 (1.1)

Antonarakis et al, 
1995

Total Inv22 2093 (43.2)

Inv1 (SV) 19 (3.1) Rossetti et al, 2004

Total Inv1 622 (3.1)
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os níveis de atividade do FVIII de coagulação (FVIII:C), e mutações no gene F9 causadoras de hemofilia B, associadas 
aos níveis de FIX (FIX:C). As prevalências mais relevantes das variantes causadoras de hemofilia A e hemofilia B, 
listadas nas Tabelas 43 e 44, foram extraídas dos bancos de dados da European Association for Haemophilia and 
Allied Disorders (EAHAD). O banco de dados de variantes de F8 da EAHAD exclui inversões prevalentes associadas a 
hemofilia A grave envolvendo quase metade dos pacientes. Para apresentar uma prevalência imparcial de mutações 
causadoras de hemofilia A grave, suas frequências relativas foram combinadas levando em consideração as médias 
mundiais das inversões do íntron 22 (Inv22) de F8 relatadas por Antonarakis et al (1995) e aquelas estimadas para 
a inversão do íntron 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 típicas em pacientes hemizigotos a partir de fontes internacionais.

Tipo de variante por 
efeito

Não inversões 
Grave
Nº casos (%)

Global Grave
Nº casos (%)

Moderada
Nº casos (%)

Leve
Nº casos (%) Referências 

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 deleção (SV) 426 (9,1) (4,9) 19 (1,1) 3 (0,1) F8_var_db EAHAD*

Total de não inversões 4689 (100) (53,7) 1677 (100) 3182 (100) F8_var_db EAHAD*

Inv22 (SV) tipo 1 740 (35,4) Antonarakis et al, 
1995Inv22 (SV) tipo 2 140 (6,7)

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 variações do número de cópias (CNVs), como grandes deleções de F8 e 
grandes inversões de F8 (não CNVs), como a inversão do íntron 22 (Inv22) e a inversão do íntron 1 (Inv1). Os dados de 
pacientes não informativos com inversões 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://
f8-db.eahad.org/).

A variante causadora de hemofilia A grave mais característica e recorrente em todo o mundo é a inversão do íntron 
22 de F8, uma grande inversão perfeita de 600 kb mediada pela recombinação entre repetições 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). Há uma cópia intragênica de int22h do F8 dentro do íntron 22 (h1) e duas cópias extragênicas 
(h2 e h3). Dependendo de qual cópia extragênica se recombina com a intragênica, a Inv22 apresenta padrão tipo 1 
(h1/h3) ou padrão tipo 2 (h1/h2). A Inv22 se origina quase exclusivamente de células germinativas masculinas (Rossiter 
et al, 1995) e, consequentemente, a maioria das mães de pacientes com Inv22 é portadora (Tizzano et al, 1995). O 
mecanismo molecular da recombinação homóloga não alélica entre grandes repetições invertidas na meiose masculina 
corrobora a recorrência da Inv22 como a causa mais prevalente de hemofilia A grave em todo o mundo (Tabela 43). Da 
mesma forma, a inversão do íntron 1 (Inv1) de F8 é uma grande inversão perfeita de DNA causada pela recombinação 
entre repetições invertidas de 1 kb (int1h), que rompe a estrutura do F8 no íntron 1 (Bagnall et al, 2001) e envolve uma 
média estimada de 3% dos pacientes com hemofilia A grave em todo o mundo (Tabela 43).

http://f8-db.eahad.org/
http://f8-db.eahad.org/
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Variant type by effect
Severe   
# cases (%)

Moderate  
# cases (%)

Mild 
# cases (%) References

Missense 999 (52.3) 1039 (85.1) 719 (95.0) F9_var_db EAHAD*

In-frame-indel 27 (1.4) 9 (0.7) 1 (0.1) F9_var_db EAHAD*

Frameshift-indel 185 (9.7) 42 (3.4) 2 (0.3) F9_var_db EAHAD*

Splicing defect 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*

Large deletion (SV) 107 (5.6) 3 (0.3) F9_var_db EAHAD*

Total 1912 (100) 1221 (100) 757 (100) F9_var_db EAHAD*
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O grupo restante de pacientes com hemofilia A grave, moderada ou leve (Tabela 43), não informativos para as inversões 
de F8, e todos os pacientes com hemofilia B (Tabela 44) mostram um espectro típico de variantes deletérias, incluindo 
substituições de nucleotídeo único (SNV) prevendo missense, nonsense ou defeitos de splicing; pequenas inserções/
deleções (INDEL) prevendo frameshifts ou alterações in-frame; ou, menos frequentemente, grandes variações do 
número de cópias (CNVs), principalmente grandes deleções.

SV indica variantes estruturais como grandes deleções 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/). 

Informações sobre as variantes de F8 e F9 estão compiladas em bancos de dados de acesso público, como os 
desenvolvidos pelos CDC (Centers for Disease Control and Prevention [Centros de Controle e Prevenção de 
Doenças]), 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 contêm informações de 3052 variantes de F8 únicas que correspondem a 
10144 casos individuais e 1244 variantes de F9 únicas que correspondem a 4713 casos individuais. Nas Tabelas 43 
e 44, as variantes genéticas são classificadas por seu efeito previsto a partir da evidência observada da sequência 
de nucleotídeos de DNA (ou seja, missense, indel in-frame, indel frameshift, defeito de splicing, nonsense, grande 
deleção). As variantes de F8 e F9, respectivamente, listadas nas Tabelas 43 e 44 representam as variantes causadoras 
de hemofilia com frequências significativas em todo o mundo, em contraposição às variantes prevalentes encontradas 
em populações específicas tipicamente associadas a fenótipos não graves (por exemplo, duplicação do éxon 13 de 
F8 prevalente na população italiana com hemofilia A leve (Acquila et al, 2004).

Outros Fenótipos Associados ao Gene F8

Trombofilia 13 (ligada ao X, devido a defeito do FVIII): Shen et al (2013) avaliaram os níveis de atividade de FVIII:C e o 
número de cópias do gene F8 em pacientes com tromboembolismo venoso (TEV) em comparação a controles sadios. 
Pacientes com TEV apresentaram níveis significativamente mais altos de FVIII:C e maior número de cópias do gene F8. 
Simioni et al (2021) relataram duas famílias italianas com trombofilia 13 e identificaram uma duplicação parcial do gene 
F8 em tandem, o que é consistente com o padrão de herança dominante ligada ao cromossomo X, visto que pacientes 
hemizigotos do sexo masculino são mais gravemente afetados do que as portadoras do sexo feminino.

Outros Fenótipos Associados ao Gene F9

A trombofilia 8 (devido a defeito do FIX) é um fenótipo hereditário recessivo ligado ao X associado a TEV de início 
precoce causado por um defeito missense de F9, R338L ou variante Padua, relatado por Simioni et al (2009). Foi 
relatado que FIX-Padua aumenta a resistência fibrinolítica dos coágulos plasmáticos (Ammollo et al, 2014).

Tabela 44. Variantes de F9 causadoras de hemofilia B mais típicas em pacientes hemizigotos a partir de fontes internacionais

Tipo de variante por efeito
Grave
Nº casos (%)

Moderada

Nº casos (%)

Leve

Nº casos (%) Referências 

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 deleção (SV) 107 (5,6) 3 (0,3) F9_var_db EAHAD*

Total 1912 (100) 1221 (100) 757 (100) F9_var_db EAHAD*
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Proteção contra Trombose Venosa Profunda (TVP):

A variante polimórfica comum FIX-Mälmo (frequência alélica menor de 0,32), p.(Thr148Ala), causada por uma substituição 
de nucleotídeo único (SNV) G>A, está associada a proteção contra o risco de TVP com razões 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 proteção contra TVP conferidos pelo polimorfismo FIX-Mälmo permanecem desconhecidos.

A varfarina é um anticoagulante amplamente prescrito para a prevenção de eventos tromboembólicos em pacientes 
"de risco". Sensibilidade à varfarina (ligada ao X, devido a variantes do FIX) refere-se a uma complicação do fenótipo 
hemorrágico durante a terapia anticoagulante com antagonistas da vitamina K. Pezeshkpoor et al (2018) relataram 
uma associação entre variantes missense de F9 que afetam o propeptídeo, como p. (Ala37Thr) e p.(Ala37Val), e 
a sensibilidade à varfarina, caracterizada por uma redução desproporcional dos níveis de FIX:C durante a terapia 
anticoagulante.

A relação causal entre uma determinada variante genética (por exemplo, Inv22 de F8) e um fenótipo específico (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 coexistência de pelo menos dois clones geneticamente diferentes 
em um indivíduo (por exemplo, células Inv22-positivas e negativas). O GM pode envolver, parcial ou totalmente, alguns 
ou todos os órgãos/tecidos de um indivíduo afetado, resultando, por exemplo, em fenótipos mais brandos se afetar 
células somáticas (por exemplo, células produtoras de FVIII/FIX derivadas do endotélio hepático) e na herdabilidade 
da variante genética se afetar células germinativas (por exemplo, um paciente com hemofilia e mosaico germinativo 
pode ser pai de filhas não portadoras) (Abelleyro et al, 2018).

Como paradigmas históricos de distúrbios recessivos ligados ao cromossomo X, a hemofilia A (OMIM #306700) e 
a hemofilia B (OMIM #306900) são tipicamente expressas em pacientes hemizigotos do sexo masculino (46,XY), 
enquanto as mulheres heterozigotas (46,XX) são geralmente assintomáticas. Segundo um ponto de vista consensual 
entre hematologistas, uma nova classificação da hemofilia feminina considera os níveis de atividade do fator de 
coagulação, indicando doença grave quando <1 UI/dL, moderada 1-5 UI/dL e leve 5-40 UI/dL; e quando os níveis 
do fator são >40 UI/dL, os indivíduos são classificados como portadores sintomáticos e assintomáticos (van Galen 
et al, 2021). A base molecular da hemofilia feminina envolve expressão prejudicada ou silenciamento dos alelos de 
F8 ou F9 mediado pelo fenômeno de inativação do cromossomo X (XCI), que silencia a expressão gênica em cis de 
um X em cada célula para compensar as doses nos homens. A XCI ocorre no início da embriogênese, normalmente 
de forma aleatória 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 XCI desviada silenciando preferivelmente o alelo normal (Radic et al, 2015). Além disso, Garagiola et al (2021) 
comprovaram uma associação significativa entre os níveis de atividade de coagulação do FVIII/FIX e o padrão de XCI 
medido em leucócitos do sangue periférico de portadores heterozigotos de hemofilia A com ≤50 UI/dL.

Espectro de Abordagens Práticas Aplicadas em Testes Genéticos: dependendo da disponibilidade de recursos 
e expertise, há uma variedade de técnicas que podem ser empregadas para a investigação de variantes genéticas 
associadas a hemofilia A e hemofilia B. Este capítulo fornece exemplos dessas abordagens práticas e referências, 
quando disponíveis. Diversas técnicas diferentes estão disponíveis para a investigação da inversão do íntron 22 de 
F8, incluindo Southern blot, reação 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 inversão do íntron 1 de F8 pode ser detectada por técnicas como PCR 
dupla ou PCR inversa (Bagnall et al, 2002; Rossetti et al, 2008). A análise de SNVs nos genes F8 e F9 pode ser realizada 
por uma variedade de técnicas, incluindo PCR e sequenciamento de Sanger, ou tecnologias de sequenciamento 
de alto rendimento, como sequenciamento de última geração (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 análise heteroduplex usando 
eletroforese em gel sensível à conformação (CSGE). Para análise de CNVs nos genes F8 e F9 existem várias técnicas, 
como gap-PCR, amplificação de sonda dependente de ligação 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 
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et al, 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 não é encontrada nas regiões essenciais dos genes F8 ou F9 por meio 
das técnicas descritas acima, a análise de regiões intrônicas profundas quanto a possíveis defeitos de splicing pode 
estar disponível 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 análise de ligação também pode ser considerada para estudos familiares em que não há variante de F8 ou 
F9 identificável (Sun et al, 2015). A investigação de indivíduos com fenótipos atípicos que podem ser decorrentes de 
rearranjos genômicos complexos pode ser feita por análise de microarranjo citogenético (Jourdy et al, 2016; Jourdy 
et al, 2017; Janczar et al, 2016; Lannoy et al, 2018). A análise da inativação do cromossomo X pode ser realizada por 
diversas técnicas, como enzima de restrição específica para metilação, PCR e análise 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 Patogênico de Variantes: a exatidão na descrição unívoca das variantes 
genéticas é essencial para a pesquisa e o tratamento clínico. Para atender a essa exigência, o Variant Nomenclature 
Committee (HVNC) [Comitê de Nomenclatura de Variantes] da Human Genome Variation Society (HGVS) [Sociedade 
de Variação do Genoma Humano], com o apoio da Human Genome Organization (HUGO) [Organização do Genoma 
Humano], desenvolveu um conjunto de recomendações. Estas incluem a descrição das variantes genéticas no 
nível mais básico, o nível do DNA, e descrições no nível de RNA e/ou proteína, geralmente previstas a partir de 
evidências do DNA, podem também ser fornecidas (https://hgvs-nomenclature.org/stable/) (den Dunnen et al, 2016). 
A nomenclatura da HGVS recomenda uma numeração específica para as posições dos genes, indicando o códon +1 
que codifica o primeiro resíduo (Met) do polipeptídeo primário e o nucleotídeo +1 para o A do códon de iniciação 
AUG. Em algumas publicações anteriores sobre hemofilia, a numeração antiga do códon/aminoácido +1 refere-se à 
codificação do primeiro aminoácido da proteína madura (ou seja, na numeração da HGVS, códon 20 do FVIII e códon 
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 descrição correta a partir das recomendações da HGVS (https://
mutalyzer.nl/) (Lefter et al, 2021). Todas as variantes detectadas devem ser classificadas de acordo com seu potencial de 
causar o fenótipo 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 Genômica/
Associação de Patologia Molecular] (Richards et al, 2015). As recomendações do ACMG podem ser aplicadas a testes 
genéticos convencionais ou baseados em sequenciamento de última geração utilizados em laboratórios clínicos e 
compreendem um sistema de classificação de cinco níveis de variantes relevantes para distúrbios mendelianos: (1) 
patogênicas, (2) provavelmente patogênicas, (3) significância incerta, (4) provavelmente benignas e (5) benignas. Para 
obter essa categorização, o ACMG/AMP recomenda uma análise completa de (a) dados populacionais, (b) dados 
computacionais, (c) dados funcionais e (d) dados de segregação.

Por exemplo, a análise das variantes de F8 e F9 envolve:

(a) O estudo da variante genotipada na população geral e sua frequência em indivíduos hemizigotos, heterozigotos, 
etc., consultando o gnomAD (https://gnomad.broadinstitute. org/), o ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) 
e os bancos de dados específicos dos genes F8/HA e F9/HB, como o da EAHAD e o CHAMP (mencionados acima).

(b) A aplicação de ferramentas bioinformáticas in silico para analisar alterações missense prevendo eventuais alterações 
estruturais ou funcionais por meio de, por exemplo, 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 diferenças em sequências de acentuadores de splicing 
exônico (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 versão mutada versus normal a ser testada, 
ou parte dela, fornecem informações significativas para estabelecer o impacto de uma variante genética.
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(d) Dados de segregação associados a um modo de herança recessiva ligada ao cromossomo X e cossegregação 
com hemofilia em vários membros familiares afetados são indicativos de patogenicidade. Levando em consideração 
essa análise, o ACMG/AMP indica os critérios para classificar variantes patogênicas que pontuam a evidência 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 evidência como independente (BA), forte (BS) e de suporte (BP). A classificação 
final em uma categoria para estimar a patogenicidade (1-5) resulta da combinação das pontuações de evidência P_ 
e B_ (Richards et al, 2015).

Laudos de Interpretação: os laudos de interpretação devem ser claros e concisos e abordar o diagnóstico da pessoa 
em investigação. Além de seu foco principal, que é declarar a conclusão molecular geral em resposta à questão 
genética, o laudo de interpretação deve incluir detalhes suficientes para permitir a identificação da variante em outros 
laboratórios (ou seja, indicar as abordagens práticas utilizadas, as limitações das técnicas, a sequência genômica 
de referência utilizada e a classificação da patogenicidade de acordo com as diretrizes do ACMG, incluindo as 
evidências aplicadas para classificação e referências; ACGS reporting guidelines, 2020; Deans et al, 2022; Claustres 
et al, 2014; Gomez et al, 2019). Os laudos de interpretação devem incluir informações que expliquem a extensão 
real do diagnóstico molecular em linguagem simples, com indicação clara, por exemplo, dos riscos específicos para 
o desenvolvimento de fenótipos específicos na família.

Garantia de qualidade: em testes genéticos, a garantia de qualidade abrange todos os aspetos do processo de 
diagnóstico, desde a extração de ácido nucleico e procedimentos analíticos até a classificação e descrição das 
variantes detectadas e a produção de um laudo de interpretação. Controle de qualidade interno (CQI) 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 diagnóstico e os procedimentos de relato estejam em conformidade 
com outros laboratórios (por exemplo, a Avaliação de Qualidade Genômica [GenQA] e, especificamente para a 
avaliação genética da hemofilia, o Programa de Avaliação Externa de Qualidade Nacional do Reino Unido [NEQAS 
RU] para Coagulação Sanguínea). Os laboratórios de genética devem passar por acreditação periódica, se disponível, 
de acordo com normas acordadas internacionalmente, por um organismo aprovado. Isto garante a prestação de 
serviços de diagnóstico genético de alta qualidade.
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Resolução de Problemas com Testes 
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Resultados Inesperados em Amostra de Teste Individual: problemas relacionados aos testes de coagulação ocorrem em 
todos os laboratórios de coagulação, independentemente dos métodos, reagentes e equipamentos utilizados. Resultados 
inexatos podem ocorrer como consequência de problemas com uma amostra específica causados por problemas com 
a própria amostra. Isso pode ser decorrente do processo de coleta ou armazenamento inadequado da amostra antes 
da análise. Essas questões são discutidas na Parte 3 deste manual. Recomendações sobre o controle de variáveis pré-
analíticas também estão disponíveis, especificamente relacionadas a hemofilia e distúrbios relacionados (Kitchen et al, 
2020) e em relação à coleta (Kitchen et al, 2021a) e ao processamento (Kitchen et al, 2021b) de amostras em todos os 
aspectos dos testes laboratoriais de coagulação, e não são discutidas mais detalhadamente aqui. Problemas específicos 
podem ocorrer durante a análise de uma amostra relacionados ao reagente ou ao manuseio da amostra durante esse 
teste específico, apesar da análise bem-sucedida de amostras adjacentes imediatamente antes ou logo após a amostra 
com resultado questionável. Muitos analisadores usam uma sonda para aspirar amostras automaticamente e essas sondas 
às vezes descem até a detecção de um líquido e então aspiram um volume adequado de amostra de teste para concluir o 
teste. Se essa amostra de teste tiver bolhas na superfície, 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 análise também pode levar a resultados 
inexatos, por exemplo, se a sonda usada para movimentação de reagentes em um analisador estiver desalinhada. Isso 
provavelmente afetaria os resultados de várias amostras. Pode ser útil executar 10 réplicas da mesma amostra para avaliar a 
precisão dos resultados, que normalmente fica comprometida se ocorrer desalinhamento da sonda. As áreas de reagentes 
nos analisadores são geralmente mantidas em temperatura constante, frequentemente resfriadas abaixo da temperatura 
ambiente, mas com as misturas de reação aquecidas a 37°C durante a análise. A maioria dos resultados dos testes de 
coagulação é altamente dependente da temperatura; portanto, qualquer desvio fora de uma estreita faixa aceitável no 
resfriamento dos reagentes ou, em particular, no aquecimento das misturas de reação, pode causar resultados inexatos que 
de modo geral são falsamente anormais. Resultados falso-normais são muito mais raros do que resultados falso-anormais 
e são observados regularmente apenas em relação ao falso encurtamento do TTPA como consequência de problemas 
pré-analíticos, como hemólise in vitro. Coagulômetros totalmente automatizados frequentemente utilizam soluções de 
lavagem/limpeza que enxáguam as sondas entre sucessivas operações de pipetagem. Esse processo normalmente evita 
o carreamento de amostra ou reagente de um teste para a mistura de reação seguinte, mas eventos desse tipo já 
ocorreram. Por exemplo, carreamento parcial de amostra para uma mistura de reação de amostra seguinte ocorreu no 
passado em relação a componentes patológicos na amostra, como anticorpos antifosfolipídios ou paraproteínas, ou 
relacionado a fármacos terapêuticos, 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 à perda da atividade da heparina se presentes na amostra subsequente. Os efeitos do 
carreamento de reagentes têm sido amplamente erradicados quando reagentes e instrumentos do mesmo fabricante são 
combinados. É mais provável que isso seja um problema se o reagente de um fabricante for usado no analisador de outro 
fabricante, se essa combinação não tiver sido validada para uso. É fundamental que os laboratórios sigam as orientações 
da empresa de diagnóstico sobre os intervalos permitidos entre as visitas de manutenção preventiva para minimizar os 
riscos de gerar resultados de amostras de pacientes que não podem ser liberados com segurança para decisões de 
manejo de pacientes. É importante que os laboratórios recebam informações clínicas/do paciente suficientes para que a 
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equipe experiente do laboratório possa identificar resultados de testes inesperados ou incomuns sempre que possível. 
Qualquer resultado de teste inesperado deve ser reanalisado para excluir a possibilidade de erro analítico. Quando o erro 
analítico for excluído como explicação para um resultado inesperado que não pareça se adequar ao quadro clínico do 
paciente, uma nova amostra deve ser obtida para confirmação do resultado. 

Resultados de CQI Fora da Faixa: conforme descrito na Parte 2 deste manual, é conveniente manter um registro dos 
resultados de CQI para cada material de CQI na forma de gráfico. Muitos analisadores utilizam a abordagem de Levey-
Jennings, como mostrado na Figura 23. Existem sistemas de CQI disponíveis para auxiliar os laboratórios na resolução 
de problemas, como as regras de Westgard (www.westgard.com) que utilizam 5 regras de controle diferentes. Elas 
apresentam poucos alarmes falsos e proporcionam confiança na detecção de erros. Por outro lado, os padrões de testes 
de CQI necessários para o uso eficaz desses sistemas não são adequados para o uso regular na maioria dos laboratórios 
de coagulação. As possíveis consequências clínicas de erros laboratoriais no manejo de pacientes com hemofilia e 
distúrbios relacionados significam que uma abordagem cautelosa para resultados de CQI fora da faixa é mais segura para 
os pacientes. Por esse motivo, qualquer CQI fora da faixa deve ser avaliado e, durante a investigação, os testes e o relato 
dos resultados dos pacientes devem ser suspensos. É útil 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 coagulação de rotina, um teste repetido no mesmo material fica novamente fora da faixa e a 
substituição do material por um novo frasco ou alíquota gera um resultado dentro da faixa, confirmando que o próprio 
material de CQI era a fonte do problema. Nesse caso, os resultados do paciente podem ser liberados com segurança. Se, 
por outro lado, o teste de um novo frasco/alíquota de CQI também gerar um resultado fora da faixa semelhante, há um 
problema com o sistema de teste que também afetaria os resultados do paciente. Nesse caso, os reagentes usados para 
o teste devem ser substituídos em sequência por um novo CQI após cada troca de um reagente. Quando um reagente de 
substituição leva a um resultado de CQI dentro da faixa, aquele reagente é identificado como a fonte do problema. Isso 
deve ser indicado nos registros de CQI para que padrões possam ser identificados e uma nova avaliação da estabilidade 
e do uso do reagente seja iniciada. Se a substituição de todos os reagentes relevantes ainda estiver associada a resultados 
fora da faixa, o analisador em questão deve ser retirado de uso até a análise pelo fabricante, e o laboratório deve mudar 
para um equipamento reserva, idealmente um coagulômetro alternativo que forneça os mesmos resultados ou, no caso 
de testes com pontos finais de coagulação, 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 sequência de teste da amostra o problema pode ter começado. Se os resultados de 
pacientes de amostras analisadas após o CQI dentro da faixa anterior tiverem sido liberados, o laboratório deve refazer 
o teste e recolher quaisquer resultados que não estejam em conformidade, além de revisar seus protocolos de testes de 
CQI, visto que testes de CQI adequados devem evitar a necessidade de recolha de quaisquer resultados de pacientes. A 
Figura 23 mostra o gráfico de Levey-Jennings dos resultados de CQI do TTPA. As linhas vermelhas pontilhadas mostram 
os limites superior e inferior da faixa aceitável para esse material. A primeira série de resultados está dentro da faixa, 
exceto um no limite inferior. A segunda seção mostra um aumento gradual e progressivo nos tempos de coagulação. 
Essa tendência ocorre se um componente do teste se modifica gradualmente ao longo do tempo. É improvável que isso 
ocorra em relação ao material de CQI liofilizado comercial armazenado de acordo com as instruções do fabricante, mas 
pode ocorrer se o material de CQI tiver sido preparado localmente, conforme descrito na Parte 2. Outras causas podem 
ser uma alteração gradual em um dos reagentes se não for armazenado adequadamente ou por deterioração gradual em 
algum aspecto do sistema de detecção de ponto final utilizado (por exemplo, deterioração da fonte de luz de um sistema 
foto-óptico). Esses tipos de problemas são raros com coagulômetros automatizados modernos.
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Figura 23. Gráfico de Levey-Jennings dos resultados de TTPA em material de CQI instável. As linhas vermelhas 
pontilhadas mostram os limites superior e inferior da faixa aceitável para esse material. Cada seta preta sólida indica 
quando um novo frasco de CQI foi carregado no analisador. Para cada novo frasco, há um aumento gradual no TTPA 
ao longo do tempo. Este exemplo ocorreu devido a um material de CQI congelado preparado localmente que se 
mostrou instável após o descongelamento. Em princípio, isso também pode ocorrer após a reconstituição de amostras 
liofilizadas se não forem preparadas adequadamente ou se a água utilizada para a reconstituição estiver contaminada.

Como Investigar Resultados Fora do Consenso em Pesquisas de Avaliação Externa de Qualidade: a participação 
em testes de proficiência ou EQA é um requisito essencial para que um laboratório garanta que resultados exatos 
sejam produzidos. Órgãos de acreditação que avaliam de acordo com as normas ISO, como a ISO 15189 (2022), 
exigem isso para quaisquer testes em que a EQA esteja disponível. Existe um IEQAS focado em hemofilia e distúrbios 
relacionados, supervisionado pela WFH (consulte a Parte 2 deste manual). Os resultados obtidos em exercícios de EQA 
podem ser usados para identificar questões importantes relacionadas à precisão e à exatidão dos testes laboratoriais de 
coagulação, desde que o material de teste no programa de EQA seja comutável com amostras de pacientes (ou seja, 
se comporte da mesma forma em um método específico que as amostras de pacientes se comportariam). A resolução 
eficaz de problemas com resultados de EQA que não estejam dentro do consenso de resultados de outros centros é 
importante para garantir o manejo seguro do paciente. Ao considerar resultados de EQA discrepantes, há 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 diferença não for grande o suficiente para impactar o manejo do paciente. Uma diferença 
clinicamente significativa é muito mais problemática do que uma diferença estatística que provavelmente não alteraria 
o diagnóstico ou o manejo de um paciente.
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Um único 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 laboratório, deve ser investigado mais 
a fundo. Isso pode incluir o seguinte:

i)	 Verificar se a amostra foi armazenada corretamente no recebimento, reconstituída corretamente e 
se o teste foi realizado de acordo com o procedimento escrito para esse método. Se o problema foi 
considerado restrito à análise da amostra de EQA, os resultados do paciente não seriam afetados.

ii)	 Verificar se o CQ interno no momento da realização do teste de EQA era satisfatório. Caso contrário, é 
provável 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)	 Consideração dos detalhes específicos da amostra de teste. Se anormais, os resultados obtidos podem 
ser consequência do defeito específico na amostra de EQA.

Quando um laboratório apresenta resultados discrepantes em pesquisas consecutivas que ocorrem ao longo de uma 

série de pesquisas, é necessária uma investigação que deve levar em conta o padrão na relação entre os resultados 

locais e a média ou mediana dos resultados de outros centros que utilizam metodologia semelhante. Além das 

investigações após um único resultado discrepante mencionadas acima, o seguinte deve ser considerado:

i)	 O impacto clínico dos resultados deve ser avaliado. É possível que, no caso de um ensaio com precisão 
muito boa, um laboratório possa estar persistentemente fora do consenso, mas ainda assim registrar 
resultados relativamente próximos do alvo, sem consequências clínicas. Também é possível que, se for 
utilizada uma faixa de referência determinada localmente, qualquer viés nos resultados do paciente seja 
compensado por uma faixa de referência apropriada.

ii)	 Resultados consistentemente altos ou consistentemente baixos em comparação com a média ou 
mediana de outros centros geralmente estão relacionados à calibração. Normalmente, laboratórios 
com esses problemas possuem uma curva de calibração estabelecida em algum momento no passado 
que não é apropriada para os testes atuais, seja devido a uma alteração no número de lote de um 
componente do ensaio ou porque a variabilidade diária nos resultados dos testes exige nova calibração 
juntamente com a análise das amostras de teste. A recalibração geralmente resolve esse problema em 
centros que utilizam uma curva de calibração histórica. A possibilidade de uma potência inadequada 
ter sido atribuída ao calibrador, embora rara, deve ser considerada. Ao investigar a possibilidade de 
um problema relacionado à calibração, pode ser útil analisar uma amostra com um valor atribuído 
independentemente como amostra de teste para verificar o quanto os resultados das amostras de teste 
estão sendo superestimados ou subestimados. Esse material também pode ser usado para realizar uma 
nova calibração. O programa IEQAS da WFH tem permissão para fornecer um frasco do padrão de 
plasma do SSC da ISTH para esse tipo de investigação de resolução de problemas. Ele possui valores 
atribuídos para diversos parâmetros de coagulação. O efeito de uma nova calibração pode ser avaliado 
analisando um pequeno grupo de amostras de teste antes e depois da nova calibração. O padrão de 
plasma do SSC não está disponível para uso rotineiro na calibração de métodos de ensaio locais.

iii)	 Resultados acima da média ou mediana em algumas pesquisas e abaixo da média ou mediana em outras 
sugerem imprecisão do ensaio. Isso pode ocorrer como consequência de instrumentos mal conservados, 
manuseio inadequado dos reagentes (ou seja, reconstituição ou armazenamento), instabilidade dos 
reagentes ou problemas relacionados ao treinamento ou à competência da equipe.

Sempre que possível, a análise de amostras repetidas após a conclusão da investigação e após a implementação de 
quaisquer melhorias necessárias é útil para confirmar o sucesso ou fracasso das intervenções. A revisão retrospectiva 
dos resultados de pesquisas de EQA anteriores, antes da ocorrência do problema de resultados discrepantes, 
deve ser realizada juntamente com os registros laboratoriais de alterações de lote, calibrações, manutenção de 
instrumentos e alterações na metodologia, para avaliar se a alteração no desempenho corresponde a quaisquer 
alterações internas relevantes. A análise de dados de EQA e os relatórios de desempenho são, por natureza, 
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retrospectivos, visto que a análise e o relato normalmente ocorrem algum tempo após a realização dos testes no 
laboratório. Portanto, qualquer problema identificado pode ter afetado os resultados dos pacientes no mesmo 
período. O laboratório deve revisar com os médicos os resultados anteriores dos pacientes em relação a quaisquer 
testes em que a EQA indique a possível presença de inexatidão clinicamente relevante. A revisão deve considerar 
se o diagnóstico ou o manejo de algum paciente pode ter sido afetado negativamente. Novos testes podem ser 
necessários se o padrão de resultados discrepantes puder ter afetado negativamente os pacientes.
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