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

v" Substancias Interferentes

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

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

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

C =(1,85x 10°)(100 — HCT)(V)

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

V = volume de sangue adicionado em mL

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

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

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

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

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

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