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TOPICOS ABORDADOS
v Tempo de Lise do Coéagulo Plasmatico Induzida por tPA v Ensaio de Gerag&o de Plasmina

Fibrindlise é uma série de reagdes enzimaticas que degradam a fibrina insolivel e depende da quantidade e
qualidade de vérias enzimas fibrinoliticas, como o ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e a plasmina, seus
respectivos inibidores, o inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e a alfa-2-antiplasmina (a.2AP), bem
como da estrutura do codgulo (Longstaff e Kolev, 2015). No cenério clinico, o aumento da taxa de fibrindlise é usado
para reverter a oclusdo trombdtica (por exemplo, tPA recombinante para tratamento agudo de acidente vascular
cerebral, infarto do miocérdio ou embolia pulmonar), enquanto a diminuigdo da taxa fibrinolitica é usada para reduzir
o sangramento (por exemplo, &cido tranexdmico para tratamento agudo de acidente vascular cerebral, infarto do
miocardio ou embolia pulmonar) (Draxler e Medcalf, 2015; llich et al, 2017; Kwaan et al, 2017). Recentemente, na
hemofilia, ensaios que medem a formagdo de coagulo e a fibrindlise tém sido utilizados para facilitar comparagdes
diretas e funcionais entre agentes hemostaticos novos e emergentes que apresentam diferentes mecanismos de
acgdo (Holle et al, 2024). No entanto, testes globais para identificar o potencial fibrinolitico de um individuo néo
sdo amplamente implementados. Em contraposicdo, pesquisas bésicas sobre fibrindlise geralmente se baseiam na
quantificagdo dos varios fatores fibrinoliticos. As concentragdes totais sdo medidas por meio de ensaios baseados em
antigenos e testes funcionais especificos para determinar sua atividade. Apesar da variedade de ensaios disponiveis,
continua sendo um desafio atribuir fatores fibrinoliticos individuais que contribuem para o resultado fibrinolitico
geral em razdo da natureza dindmica do ambiente que envolve o coagulo (Longstaff, 2018). Durante décadas,
ensaios de lise de codgulos monitorados por turbidez tém sido utilizados como método padrdo para quantificar o
potencial fibrinolitico geral de uma amostra, e variagdes desse ensaio global e simplista foram desenvolvidas para
abordar as fungdes dos fatores fibrinoliticos. Nesse contexto, dois ensaios foram explorados na pratica clinica e
apresentam resultados promissores para uso na avaliagdo do potencial fibrinolitico geral.

Tempo de Lise do Codgulo Plasmatico Induzida por tPA: os tempos de lise do codgulo plasmatico induzida
por ativador do plasminogénio séo frequentemente relatados para avaliar e quantificar a propriedade fibrinolitica
geral de uma amostra (Longstaff, 2018). Esse teste é realizado adicionando simultaneamente agonistas para iniciar
a coagulagdo (por exemplo, fator tecidual e Ca2+) e a fibrindlise (por exemplo, tPA) ao plasma citratado. Como
alternativa, os coagulos podem ser gerados primeiro e depois cobertos com tPA para simular o cenario clinico
no qual o tPA ¢ infundido para degradar trombos isquémicos existentes (Longstaff et al, 2011). A simplicidade
do sistema de reagdo e o processamento minimo da amostra fazem desse ensaio o método ideal para investigar
a suscetibilidade de coadgulos plasmaticos a fibrindlise (Holle et al, 2024). O teste também ¢é sensivel a moléculas
inibidoras que tém como alvo fatores especificos, como PAI-1 e a2AP, que podem ser incluidas para inferir os
respectivos papéis de PAI-1 e a2AP na fibrindlise geral (Zheng et al, 2023).

Reagentes e método:

e Fosfolipidios [4 uM final]

CaCl, [10 mM final]

e Fator tecidual [dilui¢do 1:15.000 de Innovin, fator tecidual 1 pM final]

¢ Solugdo salina tamponada com HEPES (HEPES 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM)
tPA (0,5 pg/mL final)
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1) Em uma placa de 96 pogos com fundo em U, pipete 10 uL de TF/PL/rtPA em cada pogo (pipetagem
reversa para o fundo do pogo)

2) Adicione 40 uL de PPP em cada pogo (pipetagem reversa para a lateral do pogo na parte de cima)

3) Pré-aqueca a placa na incubadora por 5 minutos

4)  Apods 5 minutos de pré-aquecimento, use uma pipeta multicanal para transferir 10 uL de Ca, misture bem
e evite a formacgdo de bolhas

5) Coloque a placa rapidamente no leitor de placas e inicie a leitura

6) Monitore a reagdo por 2 horas, medindo a turbidez a 405 nm a cada 12 segundos usando um leitor de
placas.

Ensaio de Geragao de Plasmina: os ensaios de geragdo de plasmina desenvolvidos por vérios grupos compartilham
alguns elementos comuns (Longstaff, 2018; Zheng et al, 2023). Em geral, a atividade pré-coagulante no ensaio
de geragdo de plasmina é iniciada pela adi¢do de fator tecidual exdgeno ao plasma recalcificado, e a atividade
fibrinolitica é desencadeada pela adigdo de tPA exégeno. A geragdo de plasmina é detectada pela clivagem de um
substrato fluorogénico, e os pardmetros sdo definidos a partir do acimulo de fluorescéncia ou por meio de uma
derivada matematica dessa curva de fluorescéncia. Diferencas sutis entre esses ensaios incluem as concentracdes
de fator tecidual e tPA usadas e a utilizagdo ou ndo de plasma diluido. Algumas variagdes desses ensaios detectam
trombina e plasmina simultaneamente, enquanto outras realizam essas medigdes separadamente, mas em paralelo.
Estudos mostram que esses ensaios sdo especificos para plasmina e sensiveis a K2AP, com a atividade medida
representando a plasmina livre. A geragdo de plasmina também ¢ sensivel ao acido tranexamico. Considerando
as altas concentragdes de tPA necessérias para desencadear a geragdo de plasmina mensuravel, o teste ndo é
sensivel a concentragdes plasmaticas de PAI-1 (Miszta et al, 2021). No entanto, a resposta de geragdo de plasmina
a adigdo de tPA exdgeno é dose-dependente. Um crescente corpo de estudos sugere que ensaios de geragdo de
plasmina, especialmente quando usados com ensaios de geragdo de trombina e turbidez, produzem uma impressédo
multidimensional dos efeitos integrados das atividades pré-coagulante e fibrinolitica na satide e na doenga (Miszta
et al, 2021; Zheng et al, 2023).

Reagentes e método:

¢ Solugdo salina tamponada com Tris (TBS), contendo 66 mM de Tris e NaCl 130 mM

* 34 mM de CaCl,

* 10 pM de fator tecidual (fator tecidual humano recombinante lipidado, Innovin, Siemens Healthcare, Erlangen,
Alemanha)

® 900 ng/mL de tPA (ativador do plasminogénio tecidual de cadeia dupla recombinante, Actylise, Boehringer
Ingelheim, Biberach an der Riss, Alemanha)

e o-trombina (BOC-VAL-PrO-ARG-MCA, Peptides International, 5 mg)

* Plasmina (BOC-GLU-LYS-LYS-MCA, Peptides International, 5 mg)

1) Prepare a solugdo reagente com 34 mM de CaCl,, 10 pM de fator tecidual e 900 ng/mL de tPA na
solugdo TBS. A concentragéo final dos reagentes no plasma foi 5 pM de TF e 450 ng/mL de tPA.

2) Dois substratos foram preparados com concentragéo final de 100 uM e utilizados na detecgdo das enzimas:
a-trombina e plasmina.

3) Os dois primeiros pogos da placa (Grelner, 96 pogos, fundo plano, preto transparente) devem ser usados
como branco, e as amostras foram analisadas em duplicata, em fileiras paralelas, para cada substrato,
evitando possivel interferéncia e/ou interagdo na detecgdo do sinal.

4)  Adicione solugdes de substrato (20 pl) aos pogos da placa, seguido de 90 pL das amostras e do branco
(solucdo TBS).

5)  Utilizando uma pipeta automatica com mdltiplas ponteiras, adicione 90 plL da solugdo de reagdo pré-aquecida
(37°C por 3 min) a cada pogo da placa.

6)  Por fim, a placa deve ser lida no fluorémetro com comprimento de onda de excitagdo de 340 nm e emisséo
de 450 nm por 4 horas em intervalos de 45 segundos.

7) A andlise de dados pode ser realizada pelo software Microsoft® Excel®. As curvas para trombina e plasmina
devem ser geradas calculando a média em cada ponto de tempo para os pogos de plasma duplicados,
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subtraindo os valores de leitura do branco (para trombina e plasmina separadamente). Parametros a serem
calculados nos dois ensaios, usando as ferramentas do aplicativo Shiny: inicio (tempo até o ponto de inflexdo
antes do aumento da turbidez), taxa maxima (inclinagdo de uma linha ajustada a taxa méxima de aumento da
turbidez usando 5 a 10 pontos para determinar a linha), tempo até o platd/pico (tempo até o platé [formagdo
de coégulo] ou pico [fibrindlise] de turbidez), alteracdo de turbidez (turbidez méaxima do codgulo menos a
turbidez inicial) e area sob a curva (AUC) (calculada como a soma dos trapézios formados pelas curvas de
turbidez).
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LIS EN Parametros de Coagulagao em Populacoes
Pediatricas
Pierre Toulon

TOPICOS ABORDADOS

v" Hemostasia do Desenvolvimento V" Parametros de Coagulagdo em Neonatos e Criancas
versus Adultos

O equilibrio hemostatico pediétrico, diferente do adulto, é um processo evolutivo conforme o sistema hemostatico se
modifica e amadurece da vida fetal até a vida adulta, principalmente durante os primeiros meses de vida. Compreender
o conceito de hemostasia do desenvolvimento, hoje universalmente aceito, é fundamental para garantir o diagndstico
e o tratamento ideais de doengas hemorragicas e trombéticas em criancas.

Hemostasia do Desenvolvimento: a hemostasia é um mecanismo complexo que envolve fatores pré-coagulantes
e anticoagulantes. Ela permite que o sangue permanega liquido ao circular em vasos intactos. Também evita
0 sangramento excessivo, promovendo a formagdo de coagulos apés lesdo endotelial, e a coagulagdo excessiva,
limitando a formagdo de coagulos no local da lesdo. O equilibrio hemostético depende principalmente de muitos
parametros, incluindo plaquetas, fatores de coagulagdo e inibidores, embora as células endoteliais e sanguineas
desempenhem um papel significativo. Criangas ndo sdo apenas adultos em miniatura, pelo menos no que diz respeito
a hemostasia, pois o equilibrio hemostatico pediatrico é diferente do de adultos. Além disso, é um processo evolutivo,
como demonstrado por Andrew M. et al (1987) ha mais de 30 anos, tanto em recém-nascidos prematuros quanto em
recém-nascidos a termo. Esses autores demonstraram que o sistema hemostatico se modifica e amadurece ao longo do
tempo, da vida fetal até a idade adulta, principalmente durante os primeiros meses de vida, e promoveram o conceito
de hemostasia do desenvolvimento. Os fatores de coagulagédo de origem materna sdo incapazes de atravessar a
barreira placentaria devido ao seu tamanho. A sintese de fatores de coagulagéo pelo feto inicia-se precocemente (por
exemplo, durante a quinta semana de gestagdo no caso do fibrinogénio), e o sangue se torna coagulével apés onze
semanas de gestagdo. As faixas de referéncia de pardmetros de coagulagéo para fetos foram estudadas em diferentes
faixas etarias gestacionais, e os niveis plasmaticos medianos situaram-se entre 10% e 30% dos valores de adultos,
dependendo do pardmetro avaliado, em fetos com idade entre 19 e 23 semanas, aumentando progressivamente
para niveis entre 10% e 50% entre 30 e 38 semanas de gestagdo. Os achados iniciais de Andrew M et al (1987) foram
confirmados por vérios estudos que avaliaram diferentes populagdes pediatricas em diversas condigdes técnicas (ou
seja, combinagdes de reagentes/analisadores). Os critérios de sele¢do dos individuos foram relativamente homogéneos
entre os estudos; porém, alguns tiveram critérios de inclusdo/exclusdo e grupos etarios ligeiramente diferentes. A
principal diferenga entre os estudos foi o nimero de individuos avaliados em cada faixa etéria, que variou de 10 a mais
de 500 individuos. O processo de coleta de amostras, um ponto-chave a ser considerado, visto que a coleta de sangue
de bebés ou neonatos pode ser mais probleméatica do que em adultos, foi comparavel nos diferentes estudos, com
sangue coletado por pungdo venosa em tubos contendo citrato 3,2% (1 vol./9 vol.) usando agulhas de calibre 18 a 24,
dependendo da idade dos pacientes. A maioria desses estudos se concentrou principalmente em ensaios de atividade
para a maioria dos parametros envolvidos no sistema de coagulagdo, enquanto um estudo avaliou as concentragdes
de antigenos de varios analitos. Todos esses estudos mostraram que, ao nascimento, os niveis plasmaticos da maioria
das proteinas de coagulagdo eram cerca de metade dos medidos em adultos, exceto FVIII:C e FVYW, que séo elevados,
com os recém-nascidos prematuros apresentando niveis mais baixos do que os recém-nascidos a termo. Os valores
de adultos foram atingidos entre alguns meses de idade e até mais de 16 anos para pardmetros especificos, como
FVII ou proteina C da coagulagdo, conforme mostrado na Tabela 39. Embora a tendéncia global seja consistente
entre os estudos, as diferencas nos valores absolutos provavelmente se devem a diferencas nos reagentes e/ou nos
instrumentos utilizados para medir esses parametros, particularmente nos testes globais de coagulagdo, como TP
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ou TTPA. Assim, o Subcomité do Comité Cientifico e de Padronizagdo da ISTH recomenda que cada laboratério
defina suas faixas de referéncia dependentes da idade, utilizando suas préprias condi¢des técnicas. Para cumprir a
diretriz C28A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), as faixas de referéncia devem ser estabelecidas
testando pelo menos 30 individuos diferentes em cada faixa etéria. A obtengdo de plasma suficiente a partir de um
grande ndmero de criangas "aparentemente” sadias para a realizagdo de inimeros testes gera questdes logisticas
que estariam muito além da capacidade de muitos laboratérios. Para contornar essa dificuldade, é pratica comum
consultar dados da literatura levando em consideragdo condiges técnicas idénticas, mesmo que o processo pré-
analitico, e particularmente a coleta de sangue, possa ser diferente daquele utilizado em uma determinada instituigdo.
As condigdes técnicas (ou seja, combinagdo de reagentes e instrumentos) utilizadas nas principais publicagdes sdo
apresentadas na Tabela 40. A hemostasia primaria foi menos estudada. Contudo, a contagem de plaquetas geralmente
é normal ou elevada ao nascimento, atingindo os valores de adultos no periodo de 1 ano apds aumentos transitérios.
Apesar das plaquetas hiporreativas, particularmente no periodo neonatal, constatou-se que o tempo de sangramento
e o tempo de fechamento plaquetario (PFA-100®) eram menores em recém-nascidos, sugerindo maior potencial
hemostatico. A normalizagdo ocorreu antes do final do primeiro més de vida. Em recém-nascidos, foram relatados
niveis significativamente mais altos de FVW que depois diminuiram, atingindo os valores de adultos apds 1 ano de
vida, momento em que se observa um aumento significativo dos niveis plasmaticos nos grupos sanguineos ndo O em
comparagdo aos grupos sanguineos O.

Conclusées

A compreensdo do conceito de hemostasia do desenvolvimento, hoje universalmente aceito, é fundamental para
garantir a prevengdo, o diagndstico e o tratamento ideais de doengas hemorragicas e tromboéticas em criangas.
Portanto, é obrigatério que o laboratério utilize faixas de referéncia de pardmetros de coagulagéo especificas para
cada idade. Parece impossivel exigir que cada laboratério estabeleca seus préprios intervalos de referéncia para
cada parédmetro de coagulagdo em suas préprias condigbes técnicas, testando pelo menos 120 individuos sadios
em cada faixa etéria, conforme recomendado pela Diretriz EP 28-A3C do CLSI. Portanto, a melhor opgéo para um
laboratério seria traduzir os achados da literatura em faixas de referéncia locais para neonatos e criangas, levando em
consideragdo seu ambiente técnico especifico. Nesse sentido, ja foram disponibilizados dados de combinagdes de
reagentes e analisadores de fabricantes atuais. No caso de novos fabricantes, estudos especificos e, de preferéncia,
multicéntricos teriam que ser realizados para estabelecer as faixas de referéncia pediatricas especificas utilizando essas
novas combinac¢des de reagentes/analisadores.
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Tabela 39. Pardmetros de coagulagdo em neonatos e criangas versus adultos: resumo dos resultados dos testes e
efeito potencial na hemostasia (adaptado de Toulon et al, 2016)

Periodo neonatal (valor Impacto na
Componente Pardmetro médio)* Normalizacdo hemostasia
Hemostasia primaria Plaquetas Normais ou elevadas 1 A (apds aumentos | Hemostasia primaria
AW Elevado (153%)* transitérios) aumentada
Tempo de fechamento| Reduzido 3M
plaquetério (PFA-100%) 2-4S
Coagulagdo FIl, FVII, FIX, FX, Diminuido (40-66%)* 1A (até 16 A para Potencial de
FXI, FXII, PK, Diminuido (37-54%)* FVII) coagulagao diminuido
HMWK Normal ou diminuido (70%)* TA
Fv Normal ou aumentado (100)* TA@te16A)
FVIII Normal** ™
Fibrinogénio Prolongado ou normal 1A
TP Prolongado 1A
TTPa 1A (até 16 A)
Inibidores naturais da Antitrombina Diminuida (63%) 3M Potencial regulatério/
coagulagdo Proteina C Diminuida (35%) 16 A inibitério diminuido
Proteina S Diminuida (36%)* 3M
Fibrindlise Plasminogénio Diminuido (36%)* 6M Atividade fibrinolitica
alfa 2 Normal ou diminuida (85%)* 6M aumentada
antiplasmina Aumentado 15
tPA Aumentado 16 A
dimero D

*Em porcentagem (%) dos valores de adultos, de Andrew M, et al. (1987); **Fibrinogénio fetal pode estar presente;
M: més; S: semana; A: ano

Tabela 40. Condigdes técnicas (marcas de instrumentos e reagentes) utilizadas nos principais estudos que relataram
valores habituais dos parametros de coagulagdo em populagdes pediatricas (*indica instrumentos e/ou reagentes

que ndo estdo mais disponiveis comercialmente)

Autores

Instrumentos

Reagentes

Andrew et al (1987, 1988)

ACL (Werfen)*

Varios*

Flanders et al (2005, 2006)

STA-R (Stago)
BCS (Siemens)

Principalmente Stago

Monagle et al (2006, 2011) STA Compact (Stago) Stago

Apple et al (2012) BCS (Siemens) Siemens
CA-1500 (Sysmex)

Attard et al (2013) Leitor de microplacas Stago

Toulon et al (2016) ACL TOP 500/700 (Werfen) Siemens
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