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Um grupo heterogéneo de anticorpos que podem causar prolongamento do teste de TTPA sdo os anticorpos
antifosfolipidios, que geralmente reagem com epitopos em proteinas que sdo complexadas com fosfolipidios
carregados negativamente. Muitos desses anticorpos requerem beta-2-glicoproteina 1, uma proteina que se liga
a fosfolipidios. Outros podem ser direcionados contra a protrombina. A identificagdo adequada desses anticorpos
permitird a caracterizagdo da sindrome do anticorpo antifosfolipideo (SAF) (Ruiz-Irastorza et al, 2010; Schreiber
et al, 2018). E importante notar que esses anticorpos podem interferir nas reagdes de coagulagdo no laboratério,
prolongando testes dependentes de fosfolipidios, como o TTPA e, ocasionalmente o TP, mas n&o estdo associados
a sangramento, exceto em alguns casos raros em que ha deficiéncia de protrombina adquirida significativa.
Paradoxalmente, esses anticorpos estdo claramente associados a trombose venosa e arterial por mecanismos que
ndo sdo bem compreendidos. Em centros de diagnéstico de distdrbios hemorragicos, é necessério detectar esses
anticorpos por meio de testes especificos para a investigagdo de pacientes com TTPA prolongado (Barbosa et
al, 2019). Atualmente, existem diretrizes especificas para a realizagdo correta dos testes utilizados no diagnéstico
laboratorial de SAF, que podem ser usadas para atualizar as informagdes laboratoriais (veja abaixo).

e Devreese, K.M.J.; de Groot, P.G.; de Laat, B.; Erkan, D.; Favaloro, E.J.; Mackie, |.; Martinuzzo, M.; Ortel,
T.L.; Pengo, V.; Rand, J.H.; et al. Guidance from the Scientific and Standardization Committee for lupus
anticoagulant/antiphospholipid antibodies of the International Society on Thrombosis and Haemostasis:
Update of the guidelines for lupus anticoagulant detection and interpretation. J. Thromb. Haemost. 2020;
18, 2828-2839.

e Devreese KM, Pierangeli SS, de Laat B, Tripodi A, Atsumi T, Ortel TL; Subcommittee on Lupus Anticoagulant/
Phospholipid/Dependent Antibodies. Testing for antiphospholipid antibodies with solid phase assays: guidance
from the SSC of the ISTH. J Thromb Haemost. 2014; 12(5): 792-795.

* Vandevelde A, Gris JC, Moore GW, Musiat J, Zuily S, Wahl D, Devreese KMJ. Toward harmonized interpretation
of anticardiolipin and anti-B2-glycoprotein | antibody detection for diagnosis of antiphospholipid syndrome
using defined level intervals and likelihood ratios: communication from the ISTH SSC Subcommittee on Lupus
Anticoagulant/Antiphospholipid Antibodies. J Thromb Haemost. 2024: S1538-7836(24)00236-8.

Classificagao e Critérios Diagnésticos de SAF: desde que ficou claro que os anticorpos antifosfolipidios estavam
significativamente associados a trombose vascular e morbidade gestacional, a necessidade de critérios de consenso
para SAF resultou nos critérios de Sydney, Tabela 38 (Miyakis et al, 2006). Os pacientes sdo classificados como
portadores de SAF quando um evento clinico ocorre junto com pelo menos um critério laboratorial positivo. Os
critérios laboratoriais para definicdo de SAF sdo a presencga de anticoagulante lapico, aCL IgG/IgM ou a2GPI IgG/
IgM, persistentemente presente por no minimo 12 semanas. Atualmente, uma nova iniciativa internacional esta
sendo realizada no sentido de desenvolver novos critérios para classificar SAF. Os critérios laboratoriais propostos
incluem apenas os anticorpos dos critérios vigentes (anticoagulante lGpico, aCL IgG/IgM e a2GPI IgG/IgM).
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Tabela 38. Critérios de Sydney de 2006 para classificagdo da SAF

Critérios clinicos

Critérios laboratoriais

1. Trombose vascular

1. Anticoagulante lupico

Venosa, arterial ou microvascular;

=2 resultados positivos

Confirmada por critérios objetivos validados;

Pelo menos 12 semanas de intervalo

Nenhuma evidéncia de inflamagao na parede do vaso

E/ou

2. Morbidade gestacional

2. Anticorpo anticardiolipina IgG e/ou IgM

=1 morte fetal inexplicada _10? semana de gestagao ou;

Soro e plasma

=1 parto prematuro <34 semana de gestagdo por: eclampsia
ou pré-eclampsia grave, insuficiéncia placentaria;

Titulo médio ou alto (>40 GPL ou MPL, ou >99° percentil),

=3 abortos consecutivos inexplicados <10* semana de

Medido por ELISA padronizado

gestacgao.

>2 resultados positivos

Pelo menos 12 semanas de intervalo

E/ou

3. Anticorpo anti-B2 glicoproteina | IgG e/ou IgM

Soro e plasma

Titulo médio ou alto (>40 GPL ou MPL, ou >99° percentil),

Medido por ELISA padronizado

>2 resultados positivos

Pelo menos 12 semanas de intervalo

Anticoagulante lipico

Como escolher o teste? O anticoagulante lipico pode ser detectado por diferentes testes de coagulagdo
dependentes de fosfolipidios. A atualizagdo mais recente das diretrizes da ISTH sobre detecgdo de anticoagulante
lGpico recomenda o uso de dois testes em paralelo: o tempo de veneno de vibora de Russell diluido (dRVVT) e o
TTPA (Devreese et al, 2020). O dRVVT é mais especifico, enquanto o TTPA é mais sensivel para o anticoagulante
lipico (dependendo muito do reagente utilizado). Os dois ensaios sdo complementares, pois os anticorpos nem
sempre reagem em ambos. O ensaio de dRVVT baseia-se na ativagdo direta do FX por uma enzima presente no
veneno das viboras de Russell. O ensaio de TTPA baseia-se na ativagdo da via de contato (intrinseca) da cascata de
coagulagdo. A selegdo de reagentes apropriados para fins de teste de anticoagulante lipico é importante, visto que
existem diversos reagentes disponiveis, especialmente para TTPA (Favaloro et al, 2019). Dois tépicos na selecao
do reagente de TTPA precisam ser abordados: a escolha do agente ativador e a composicdo e concentragdo dos
fosfolipidios. Como alternativa ao TTPA, o teste de tempo de coagulagdo de silica (SCT) pode ser usado para teste
de anticoagulante lupico. O desempenho dos ensaios de anticoagulante Iipico deve ser validado ou verificado
antes da implementac&o na pratica clinica. Parte do processo de verificagdo deve incluir o teste de amostras com
anticoagulante |Gpico conhecido e valores médios bem caracterizados (Gardiner et al, 2021a; Gardiner et al, 2021b).

Como o teste é realizado? A avaliagdo do anticoagulante |Upico consiste em um procedimento de trés etapas:
triagem, mistura e confirmagéo (Devreese et al, 2020). O PPP é necessério para evitar resultados falso-negativos em
razdo da interagdo de fosfolipidios e plaquetas. A etapa de triagem inclui testes com reagentes de dRVVT e TTPA em
baixas concentragdes de fosfolipidios. Deficiéncia de fator de coagulagdo ou inibidores diferentes do anticoagulante
lipico podem provocar um teste de triagem positivo, por isso uma etapa de teste de mistura e de confirmacgao
é necessaria. O procedimento em etapas pode reduzir custos, pois evita a realizagdo desnecessaria da etapa de
mistura e confirmagdo se a etapa de triagem for negativa. Na etapa de confirmagéo, um excesso de fosfolipidio
anidnico ¢ adicionado ao reagente de teste, e o excesso de fosfolipidio pode reduzir ou neutralizar os anticorpos.
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Nos testes de dRVVT, os ensaios de triagem e confirmagéo séo realizados em paralelo, e o resultado da etapa de
confirmagéo é expresso como razdo normalizada de acordo com o célculo: [(resultado do paciente na triagem)/
(resultado do pool na triagem))/[(resultado do paciente na confirmagéo)/(resultado do pool na confirmagéo)]. Na
etapa de mistura, o teste de triagem ¢é realizado em uma mistura de plasma de paciente e pool de plasma normal
na proporgdo 1:1. O teste de mistura é expresso como a razao normalizada [(mistura na triagem)/(pool de plasma
normal na triagem)]. Quando o tempo de coagulagéo no ensaio de confirmagao é prolongado, uma etapa de mistura
adicional com os reagentes confirmatérios (mistura de confirmagéo) pode ser realizada, e a razdo é mais robusta e
menos afetada pela interferéncia de deficiéncias congénitas ou adquiridas de fatores. Existem ensaios integrados
que realizam todas as trés etapas em um Unico procedimento. Nesses ensaios, os testes de triagem e confirmatérios
sdo realizados paralelamente no plasma de paciente misturado com PNP, e os resultados sdo geralmente expressos
como a diferenca entre os dois testes.

Valores de corte: para interpretar os resultados do anticoagulante lUpico, é necessério determinar valores de corte
que definem positividade em todas as etapas. Primeiramente, os laboratérios devem determinar os valores de corte
em uma populagdo de individuos sadios de pelo menos 120 pessoas, definindo o ponto de corte como o percentil
99 apos a rejei¢do de valores discrepantes (Devreese et al, 2020). No entanto, o nimero de 120 individuos normais
para calcular os valores de corte pode ser dificil de obter para muitos laboratérios. Uma abordagem que requer
menos voluntérios é a transferéncia dos valores de corte recomendados pelo fabricante. Isso pressupde que os
pontos de corte do fabricante se baseiam em uma grande populagéo de referéncia sadia com dados demograficos
adequados, um método estatistico correto e uma combinagdo correta de reagentes e instrumentos (Castellone,
2017). Quando essas condicdes forem atendidas, os valores de corte do fabricante devem ser verificados antes
da transferéncia, testando 20 voluntérios sadios que representem a demografia da populagéo local. Apds rejeitar
valores discrepantes e substitui-los por novos resultados de voluntérios sadios, os resultados (da populagdo sem
valores discrepantes) devem ser comparados com o valor de corte sugerido.

Interferéncias e limitagdes: a proteina C reativa interfere in vitro no teste de TTPA por meio de sua afinidade
por fosfolipidios, levando a resultados falso-positivos. Embora esse efeito ndo tenha sido observado no ensaio de
dRVVT, ele pode variar entre os reagentes. Além disso, o aumento da atividade coagulante do FVIII estd associado
a um TTPA mais curto, gerando resultados falso-negativos. Niveis elevados de FVIIl podem ser observados durante
a gravidez, cirurgia, inflamag&o, malignidade e outras condi¢des. O teste de anticoagulante lGpico durante o evento
trombético ou durante o tratamento anticoagulante ndo é recomendado (Devreese et al, 2020). As diretrizes mais
recentes da ISTH n&do recomendam a pré-diluicdo de amostras para teste de anticoagulante lUpico na presenca de
AVKs (Devreese et al, 2020). Os DOACs inibem diretamente a trombina (por exemplo, dabigatrana) ou o FXa (por
exemplo, apixabana, betrixabana, edoxabana e rivaroxabana) com varios efeitos nos testes de coagulagéo, levando
a interpretagdo de resultados falso-negativos e falso-positivos. O TTPA e o TP devem ser realizados antes do inicio
do teste de anticoagulante lUpico para obter mais informagdes sobre a amostra, mas isso ndo exclui a presenca de
DOACs ou HBPM.

Anticorpos Antifosfolipidios:

Como escolher o teste? Os anticorpos anticardiolipina e antibeta-2-glicoproteina 1 sdo identificados por
imunoensaios de fase soélida. Os critérios de classificagdo da SAF indicam a medigdo desses anticorpos por ELISA
padronizado. Contudo, técnicas alternativas de detecgdo para testes de anticorpos, como quimioluminescéncia,
enzima fluorescente e imunoensaios de fluxo multiplex, estdo disponiveis (Devreese et al, 2014). Em comparagao
com os métodos tradicionais de ELISA manual, as técnicas mais recentes sdo mais faceis de usar e demonstram
melhor precisdo. Os ensaios diferem em termos de fase sélida, principio de detecgdo, revestimento, fonte de
antigenos e anticorpos, agentes bloqueadores para evitar ligagdes nao especificas, protocolo de dilui¢do, calibragao
e unidades (Devreese et al, 2014). Recomenda-se realizar os testes de acompanhamento do paciente no mesmo
laboratério, visto que as plataformas ndo podem ser usadas de forma intercambiavel.

Como realizar o teste? Soro ou PPP podem ser utilizados para testes de aCL e a2GPI (Devreese et al, 2018). A
necessidade de realizar o teste em duplicata depende das caracteristicas de desempenho do ensaio. O teste em
duplicata é especialmente recomendado no caso de ELISAs manuais ou se a imprecisdo inter e intraexecugdo do
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ensaio for >10% (Devreese et al, 2014). Em cada execugdo, material de controle de qualidade interno precisa ser
analisado em niveis de titulo relevantes. Curvas de calibragdo precisam ser determinadas em cada execugdo de
ELISA ou para cada lote de reagentes em sistemas automatizados. Cada calibragdo deve ser avaliada e rejeitada
quando nao atender aos requisitos do fabricante ou quando o coeficiente de correlagdo entre os valores de teste
e os valores alvo for menor que 0,90 (Devreese et al, 2014). Infelizmente, ndo ha uniformidade no material de
referéncia para calibragdo de testes. Esforgos estdo sendo feitos para desenvolver novos padrdes monoclonais e
policlonais para aCL e a2GPI, com o objetivo de criar padrées da OMS com Ul/mL como unidade universal.

Valores de corte e perfil de anticorpos: o valor de 40 GPL/MPL como ponto de corte para aCL foi baseado em
estudos que mostram melhor correlagdo deste ponto com a SAF (Levine et al, 1997). Porém, pode haver uma
diferenca acentuada entre 40 GPL/MPL e o percentil 99 para aCL (Vandevelde et al, 2024). E a ISTH-SSC nao
recomenda o uso de 40 GPL/MPL como ponto de corte. Recomenda-se calcular um valor de corte para positividade
especifico do laboratério com base em um percentil 99 ndo paramétrico de pelo menos 120 individuos de referéncia.
A rejeigdo de valores discrepantes com o método de Dixon/Reed é recomendada para evitar a superestimagao
dos valores de corte. Transferir os pontos de corte do fabricante apés verificagdo em 20 ou mais individuos de
referéncia é uma alternativa valida se o ponto de corte do fabricante for calculado em uma populagéo de referéncia
suficientemente grande e uma metodologia estatistica apropriada tiver sido aplicada. Cada resultado de aCL e
a2GPI acima do ponto de corte deve ser relatado como positivo, acompanhado do valor numérico e do valor de
corte interno (Vandevelde et al, 2024). Positividade em um dos testes (anticoagulante lUpico, aCL IgG, aCL IgM,
a2GPI IgG ou a2GPI IgM) é suficiente para diagnosticar a SAF. A interpretagdo combinada de diferentes aPL como
perfis de anticorpos foi sugerida para identificar pacientes de alto risco, em comparagdo com a avaliagdo individual.
Em portadores assintomaticos de aPL, positividade dupla e tripla foi um fator de risco para o desenvolvimento de
eventos trombéticos, mas positividade Unica de aCL ou a2GPI nao foi (Mustonen et al, 2014).

Interferéncias: a presenga do fator reumatoide pode gerar resultados falso-positivos de aCL IgM e a2GPI IgM
(Devreese et al, 2014; Forastiero et al, 2014). Ao contrério dos ensaios de anticoagulante llpico, o teste de anticorpos
com imunoensaios de fase sélida ndo esté sujeito a interferéncia analitica de reagentes de fase aguda ou terapia
anticoagulante. No entanto, aumento transitério de aCL e a2GPI é observado em condigdes inflamatdrias (Exner et
al, 2020; Laureano e Crowthe, 2018).
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