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TOPICOS ABORDADOS

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

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

v\ TTPA pela Técnica de Inclinagdo Manual do Tubo

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

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

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

Materiais necessarios:

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

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

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

Técnica:

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

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

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

TP pela Técnica de Inclinacdo Manual do Tubo:

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

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

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

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

¢ Deite a pipeta.

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

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

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

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

e Esse ciclo é repetido até a formagdo do coagulo.

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

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

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

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

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

Painel 1A Painel 1B

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

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

TTPA pela Técnica de Inclinacdo Manual do Tubo:

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

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

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

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

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

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

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

¢ Deite a pipeta.

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

(Figura 1).

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

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

¢ Esse ciclo é repetido até a formagéo do coagulo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tabela 5. TTPAs manuais e automatizados nas mesmas amostras

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

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

y = 0,9551x — 1,887
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onde

y é o TTPA automatizado

x & o TTPA manual

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

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

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

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

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

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