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Resumo

O teste da mistura (TM) é realizado para elucidar as possiveis causas de prolongamentos dos principais testes de triagem em hemostasia (TTH): tempo
de tromboplastina parcial ativada (TTPa), tempo de protrombina (TP) e tempo de trombina (TT). Dentre as causas, as principais sao deficiéncia de
fatores de coagulagéo e presenca de inibidores especificos e inespecificos contra os fatores de coagulagao. Nos TM, normalmente é adicionado pool de
plasmas normais ao plasma do paciente na proporcao 50%/50% (v/v), a fim de suprir eventuais deficiéncias de fatores de coagulacao. Teoricamente,
quando ocorre correcao do prolongamento do TTH, observa-se deficiéncia de fatores de coagulacao; em caso de ndo correcao, observa-se presenca de
inibidores. O objetivo deste trabalho foi compilar as informacées a respeito do uso dos TM no laboratdrio de hemostasia de modo a auxiliar nas tomadas
de decisao. A metodologia utilizada foi pesquisa bibliogréfica retrospectiva. Foram elaborados cinco fluxogramas que apresentaram as sequéncias de
passos recomendados para elucidar, por meio dos TM, as vérias possibilidades de alteracdes nos resultados dos TTH. Os TM, quando tecnicamente bem
executados, sao Uteis na investigacdo de prolongamentos dos TTH e o laboratério tem papel fundamental em estabelecer critérios confiaveis para uma
correta execucao e interpretacao dos resultados.

Palavras-chaves: Hemostasia; Testes de Coagulacdo Sanguinea; Tempo de Protrombina; Tempo de Tromboplastina Parcial

Abstract

The mixing test (MT) is performed to elucidate the possible causes of prolongations of the main coagulation screening tests (CST), (activated partial
thromboplastin time (APTT), prothrombin time (PT) and thrombin time (TT)). The main causes are clotting factors deficiency and the presence of
specific and non-specific clotting factor inhibitors. In MT, a pool of normal plasmas is normally added to the patients plasma in a 50%/50% (v/v) ratio,
in order to supply eventual clotting factor deficiencies. Theoretically, when correction of CST prolongation occurs, there is a clotting factor deficiency
and, in the absence of correction, the presence of inhibitors is observed. This work aimed to compile information about the use of MT in the hemostasis
laboratory in order to assist in decision making. The methodology used was retrospective bibliographic research. Five flowcharts were elaborated that
presented the sequences of steps recommended to elucidate, through the TM, the various possibilities of alterations in CST results. MT, when technically
well performed, are very useful in the investigation of CST prolongations and the laboratory has a fundamental role in establishing reliable criteria for a
correct execution and interpretation of results.
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INTRODUCAO

A hemostasia é um complexo e intrincado processo
que impede, em tempo habil, o surgimento demasiado de
sangramentos e a formacao excessiva de coagulos quando
uma lesao vascular ocorre. Seu principal objetivo é selar a area
lesionada enquanto ocorre aregeneracao dos tecidos e vasos
sanguineos adjacentes. Para isso, requer a acdo combinada
de vasos, plaquetas e fatores plasmaticos da coagulacéo, os
quais atuam por meio de trés fases intimamente ligadas: (a)
hemostasia primaria (vasoconstricdo breve e intensa dos vasos
sanguineos e formacao de um tampao plaquetario via intera-
cao entre plaquetas, fator de von Willebrand (FvW) e fatores
teciduais para inicialmente interromper o sangramento); (b)
hemostasia secundaria (coagulagao do sangue por meio da
formacdo de uma malha de fibrina polimerizada que age
como uma cola para estabilizar e manter o codgulo unido);
e (c) hemostasia terciaria (fibrindlise do coagulo de fibrina a
medida que a cicatrizagao e reparo se iniciam no ferimento).?

Os testes de triagem em hemostasia mais utilizados
para a avaliacdo da hemostasia secundéria sao o tempo
de protrombina (TP), o tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa) e o tempo de trombina (TT). Na perspectiva
laboratorial, resultados de TP, TTPa e TT inesperadamente
prolongados devem ser investigados por meio da utilizacdo
do teste da mistura (TM), o qual consiste, normalmente, na
realizacao do respectivo teste de triagem ap6s a mistura do
plasma do paciente com um pool de plasmas normais (PPN)
na proporcao de 1:1.%) Nesse sentido, este trabalho teve
como objetivo atualizar o estado da arte a respeito do uso
do TM em direcionar e elucidar as alteracdes hemostaticas,
assim como seus beneficios para o laboratério e os clinicos.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia de pesquisa utilizada foi revisao biblio-
gréfica narrativa, e as bases de dados utilizadas foram: Pub-
Med, LILACS, BVS, SciELO, Science Direct e Portal da Capes.
Também foram incluidos materiais disponiveis de forma fisica
em bibliotecas e acervos. A busca foi realizada utilizando os

”u,

seguintes termos “mixing test’, “activated partial thromboplas-

e

tin time’] “prothrombin time’; “lupus anticoagulant’, “thrombin

" " u,

time’, “anti-Xa’, “heparin test’, “pool plasma normal’, “fator defi-
ciency’; “acquired factor deficiency’, “clotting assay’; “coagulation
cascade’; "hemostasis assays’, “fibrinogen’, “factor Il “factor V',
“factor VII". “factor VIII” “factor IX” “factor X" “factor XI" “factor

XII “disseminated intravascular coagulation’; “Von Willebrand

factor”. Foram incluidos artigos e documentos escritos em
portugués e inglés, considerados relevantes sobre o tema.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes de triagem no laboratério de hemostasia

OTP érealizado utilizando tromboplastina calcica com-
pleta, que mimetiza a acao do fator tecidual (FT), levando a
ativacao da coagulagao por meio da via extrinseca, princi-
pal via que o TP avalia, além da via comum da coagulacao.
Cabe ressaltar que, em razdo da variedade de preparados
de tromboplastina disponiveis comercialmente, torna-se
necessaria a padronizacao dos resultados de TP a fim de
possibilitar comparacdes interlaboratoriais. Nesse sentido,
os fabricantes de tromboplastinas submetem seus produtos
a uma comparagao com tromboplastinas internacionais de
referéncia, como as do Laboratério Internacional de Produtos
Bioldgicos da OMS para obtencao do indice de sensibilidade
internacional (ISI) da tromboplastina comercial. Com o ISI é
possivel calcular arelagdo normalizada internacional (RNI), que
é o parametro que torna possivel a comparagao de resultados
entre diferentes laboratorios, com diferentes tromboplasti-
nas. O RNI é especialmente Util no controle da terapia com
anticoagulantes orais antagonistas da vitamina K (AVK).G”

Ja para a realizacdo do TTPa, a tromboplastina parcial
(denominada parcial pois ndo contém fator tecidual como
na tromboplastina completa do TP) é utilizada como fonte de
fosfolipidios que substitui as plaquetas ativadas nas reacoes.
Também sao adicionados ativadores da coagulagdo como
0 acido eldgico, a silica micronizada, a celite e o caulim, os
quais auxiliam efetuando ativacdo maxima da coagulacao,
eliminando os efeitos varidveis do contato do sangue com
as superficies de vidro ou plastico dos tubos de coleta. O
TTPa é utilizado principalmente como teste de triagem para
aavaliacdo da via intrinseca da coagulacdo, mas também da
viacomum e os seus resultados sao liberados em segundos e,
assim como no TP, devem ser comparados ao valor do PPN.“®

O TT mede o tempo de coagulacdo do plasma apds a
adicdo de trombina, avaliando, desta forma, a via final da
cascata da coagulacao, sendo util como teste de triagem
para deficiéncias de fibrinogénio e inibidores de trombina.®®

Fundamentos dos testes da mistura

Na perspectiva laboratorial, resultados de TP, TTPa e TT
inesperadamente prolongados devem ser investigados por
meio da utilizacdo do TM. O TM consiste, normalmente, na
realizacdo do teste de triagem ap6s a mistura do plasma do
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paciente com o PPN na proporcdo de 1:1. O PPN contém
todos os fatores de coagulacdo (FC) com atividade préxima
a 100% do normal, resultando em uma mistura contendo
um nivel pelo menos = 50% de tais FC, promovendo assim,
teoricamente, a correcao dos valores de TP e/ou TTPa nas
deficiéncias de FC e a ndo correcao na presenca de diferentes
tipos de inibidores de fatores de coagulacéo (IFC) no plasma
do paciente (Figura 1).612

OsTM apresentam limitagoes e geralmente nao sao Uteis
como parte do acompanhamento de um efeito conhecido
decorrente de terapia anticoagulante, exceto para diferenciar
a terapia com antagonistas da vitamina K (correcdo no TM)
da terapia com outros anticoagulantes (TM normalmente
nao corrige no caso de inibidores diretos da trombina ou
heparina, a menos que a mistura traga o nivel de heparina
dentro da capacidade de neutralizacdo de um reagente
em particular).'13

Preparo do pool de plasmas normais

O preparo adequado do PPN é fundamental para a
interpretacao dos TM e deve seguir as recomendacdes da
International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH),
do British Committee for Standards in Haematology (BCSH) ou
do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). A ISTH,
por exemplo, recomenda que sejam utilizadas pelo menos 40
amostras de individuos normais colhidas em tubo contendo
citrato de sédio 3,2% e que a centrifugacdo seja realizada
duas vezes para assegurar um residual minimo de plaquetas

TESTES DE MISTURA

N

Mistura 1:1
50%:50% - volumelvolume

¥

Fazer TP elou TTPa da mistura,

conforme o caso
Comuy N&o corigiu
Presenga de inibidor de

Deficiéncia de fator da "
‘coagulagio fator da coagulagio

Plasma do

Pool de plasmas
paciente

normais

Execugdo dos testes de mistura

Notas: (i) os testes de triagem em hemostasia podem ser prolongados em razao da deficiéncia de fatores de coagulagdo
ou presenca de uminibidor da atividade normal de um fator de coagulagdo. (ii) os testes coagulométricos geralmente
necessitam de uma atividade dos fatores de coagulacdo de 50% do normal para que o teste obtenha resultados
normais. (iii) o grau de prolongamento de um TP ou TTPa depende do grau da deficiéncia de um determinado fator de
coagulagdo, da forca do inibidor de fator de coagulagdo e da sensibilidade dos reagentes a deficiéncia ou efeito inibidor.

inferior a 107 x mL" (10.000/uL) e um PPN com atividade
dos FC préximas a 100%. Apds o preparo in house do PPN,
deve-se aliquota-lo em pequenas quantidades (geralmente
TmL por tubo) e armazena-lo preferencialmente a -70°C
por até 6 meses. E aceitavel o armazenamento a -40°C por
3 meses e a -20°C por 2 semanas. Plasma normal liofilizado
(comercial) também pode ser utilizado como PPN, contudo
a vantagem de se preparar o proprio PPN consiste no fato
de que este é mais representativo da populacao atendida
pelo laboratério. Para a utilizagao nos TM, o PPN previamente
preparado e congelado deve ser descongelado na tempe-
ratura de 37°C durante, no maximo, 5 minutos, devendo
permanecer tampado para evitar evaporacao. Intervalos de
descongelamento maiores podem levar a inativagao de FC
e prejudicar a eficiéncia do PPN.V820

Interpretacdo da “correcao” e da “ndo correcao” dos
testes da mistura

A fim de confirmar se houve ou nédo correcao do teste de
triagem apds a mistura com PPN, é fundamental uma correta
e adequada interpretacao dos resultados dosTM, a qual pode
ser realizada de vérias maneiras, sem que ainda haja consenso
sobre qual delas é a melhor. Desta forma, cabe aos labora-
torios escolherem e padronizarem a forma mais apropriada
para a interpretacao dos resultados dos TM.®&1"15 Nenhuma
abordagem de interpretacdo dos TM é 100% sensivel e espe-
cifica para distinguir deficiéncias ou inibidores de fatores de
coagulacao. E comum situacdes em que hé sobreposicdo dos
resultados dos TM de amostras com deficiéncia de fator versus
inibidores, independentemente do método de interpretagao
utilizado.®"¥ As formas de interpretacao da correcao para
0s TM estdo resumidas no Quadro 1.

Existem variagbes da técnica padrao de realizar os TM
(mistura 1:1) como, por exemplo, utilizar mistura 4:1 com
quatro partes de plasma do paciente para uma parte de
PPN a fim de diminuir a interferéncia da diluicao dos fatores
de coagulacao do paciente nos testes. A realizacdo de uma
etapa de incubacao a 37°C durante 2 horas ajuda a verificar
apresenca de inibidores tempo e temperatura dependentes,
como o caso dos inibidores do FVIII. Os TM estao sujeitos a
variaveis pré-analiticas, analiticas e pds-analiticas. As pré-
-analiticas sao puncao; tipo de tubo de coleta; volume de
amostra; ajuste da quantidade de citrato para hematécritos
elevados (>55%); transporte; centrifugacdo; presenca de
medicamentos anticoagulantes; substancias que se ligam a
fosfolipidios in vitro e prolongam o TTPa, como anticorpos
antilipicos e antibidticos como oritavancina; presenca de
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microcoagulos; hemolise; ictericia; lipemia; eficiéncia do PPN
apos seu preparo, a qual, idealmente, deve ser verificada em
relagdo a normalidade dos tempos e atividades dos principais
fatores de coagulacao. As analiticas sao sensibilidade dos
reagentes aos fatores de coagulacao; erros de diluicdo dos

Métodos de interpretacdo do Teste da Mistura

reagentes; tipo de analisador; erros de calibracdo; uso de dife-
rentes lotes de PPN na mesma corrida. As pés-analiticas sdo
realizar corretamente os calculos e interpretacdes e reportar
corretamente os resultados. Reconhecer e minimizar essas
variaveis aumenta a confiabilidade dos resultados.®#1-17)

METODOS

FORMA DE INTERPRETACAQ

Utilizando o TC da mistura 1:1 (P/PPN)

Verificar se 0 TC da mistura 1:1 estd acima do valor de
referéncia estabelecido internamente para o TC do teste de
triagem correspondente

Verificar se 0 TC da mistura 1:1 ultrapassa o valor
estabelecido pela média dos valores obtidos de plasma
normal 2 ou 3 DP

Correcdo quando o TC da mistura estd dentro dos valores de
referéncia

Nao correcao quando o TC da mistura estd acima dos valores
de referéncia

Utilizando o TC da mistura 1:1 (P/PPN) e 0 TC do PPN

(alcular relacao entre o TC da mistura 1:1e 0 TCdo PPN do
teste de triagem correspondente, utilizando como valor de
corte, por exemplo, 1,10u 1,2

Correcao quando a relacdo estd abaixo ou igual ao valor de
corte preestabelecido

Néo correqdo quando a relacdo estd acima do valor de corte
preestabelecido

Comparar a diferenga entre TC da mistura 1:1 (P/PPN) e 0 TC
do PPN do teste de triagem correspondente, considerando
uma diferenca preestabelecida, como por exemplo 5
segundos

Corre¢do quando TC da mistura 1:1 varia dentro de 5
segundos em relacdo ao TC do PPN

N&o correcao quando TC da mistura 1:1é >5 sequndos em
relacdo ao TCdo PPN

Comparar TC da mistura 1:1 (P/PPN) com os valores do 99°
percentil da mistura 1:1 realizada em voluntérios saudéveis
(SAUDAVEL/PPN)

Correcdo quando o TC da mistura estd < 99° percentil da
mistura 1:1 de voluntdrios sauddveis

Correcdo quando o TC da mistura estd > 99° percentil da
mistura 1:1 de voluntarios saudaveis

Utilizando o TC da mistura 1:1, do PPN e do plasma do
paciente

Calcular ICA (Indice de Rosner)™:
ICA = [(TC1:1 mix — TCdo PPN) / TC do paciente] x 100
onde ICA >11% ou >12% ou >15,6% sao indicativos da

presenca de um inibidor, enquanto niveis <5% indicam
deficiéncia

Correcdo quando o ICA esté abaixo ou igual ao valor de
corte preestabelecido

Nao corre¢do quando o ICA estd acima do valor de corte
preestabelecido

Calcular porcentagem de corregao (%0)":

9%C = [(TCdo paciente —TC 1:1 mix) / (TCdo
paciente — TCdo PPN)] x 100

onde %C de, por exemplo, >70% ou >75% indicam
correcao

Correcdo quando a %C estd abaixo ou igual ao valor de
corte preestabelecido

Néo correcdo quando a %C estd acima do valor de corte
preestabelecido

Verificar se TC da mistura 1:1 (P/PPN) corrige >50% da
diferenqa entre 0 TC do paciente e 0 TC do PPN®

Correcdo eficaz quando TC da mistura 1:1 é maior que 50%
X (TCdo paciente — TC do PPN)

Néo correcao quando TC da mistura 1:1 é menor que 50% x
(TCdo paciente — TC do PPN)

Legenda: TC (tempo de coagulagao em sequndos para os testes de triagem de hemostasia, conforme o caso); P (plasma do paciente); PPN (pool de plasmas normais); ICA (indice de anticoagulante circulante); DP (desvio padrdo).
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APLICACAO DOS TESTES DA MISTURA

Aplicacao dos testes da mistura para verificar deficiéncia
de fatores de coagulacao

A deficiéncia de FC pode ser demonstrada pelos TM por
meio da corre¢ao dos valores prolongados de TP e TTPa apds
mistura 1:1 com PPN. O prolongamento isolado do TP, seguido
de correcdo, aponta a deficiéncia (quantitativa ou qualitativa)
de FVII, mais frequente que deficiéncia de outros FC da via
extrinseca. TP e TTPa prolongados, seguidos de correcao,
apontam para deficiéncia de FC da via comum ou de multi-
plos FC, como ocorre em doencas hepaticas e coagulopatias
de consumo. O prolongamento de TTPa, apenas, seguido
de correcdo é sugestivo de hemofilia A ou B, ndo podendo
descartar deficiéncia de outros FC da via intrinseca. Existem
varios reagentes de TP e de TTPa disponiveis no mercado e
cada um possui uma determinada sensibilidade frente as
deficiéncias de FC. Isso significa que o nivel abaixo do qual,
por exemplo, o FVIII deve cair antes do TTPa prolongar ndo
serd 0 mesmo para todos os reagentes de TTPa e é provavel
que este nivel ndo coincida com o limite inferior do valor
de referéncia do laboratério. Contudo, de modo geral, os
reagentes de TTPa devem ser sensiveis as deficiéncias de
fatores VIII, IX e XI em concentracbes de 35% a 40%.°2"

Aplicacao dos testes da mistura para verificar presenca
de inibidores dos fatores de coagulacao

Os IFC podem ser especificos ou inespecificos. IFC espe-
cificos correspondem a autoanticorpos ou aloanticorpos
do tipo IgG, IgM ou IgA dirigidos contra um determinado
FC, o qual pode ser neutralizado ou ter sua velocidade de
depuracao acelerada devido ao complexo antigeno anti-
corpo formado. O exame confirmatério para se determinar a
presenca de IFC especificos € realizado por meio do método
de Nijmegen, uma modificacdo do método de Bethesda.
O teste consiste no uso de dilui¢cdes seriadas de plasma
deficiente de determinado FC, proveniente do paciente,
misturado a um PPN tamponado (com concentracdo nor-
mal dos FC), a fim de quantificar a inibicao da atividade
do FC apds incubacao por tempo determinado. A diluicao
necessaria para se atingir 25% a 75% da atividade do FCem

questao, comparada ao controle, na mistura 1:1 de plasma
do paciente e PPN tamponado corresponde ao titulo em
unidades Bethesda. Quando multiplos FC permanecem com
atividade muito baixa, deve-se investigar a procedéncia das
amostras e erros pré-analiticos, como coleta em acido etile-
nodiamino tetra-acético (EDTA) ou amostra de soro, visto que
a presenca de multiplos IFC é muito rara. Uma dosagem de
potdssio sérico pode ajudar a elucidar a presenca de EDTA,
enquanto uma dosagem de fibrinogénio pode identificar
uma amostra de soro.'21622

ABORDAGEM LABORATORIAL

Quando ocorre prolongamento isolado do TP

O prolongamento do TP associado a um resultado de TTPa
normal é caracteristico de altera¢des que envolvem o FVII,
entretanto também pode ocorrer na deficiéncia congénita
de FX, FV, protrombina (Fll) e deficiéncias de fibrinogénio
(FI). O prolongamento isolado de TP também pode ser pro-
vocado pela presenca de IFC especificos, anticorpos do tipo
IgG contra FVII. Um teste da mistura de TP pode ser utilizado
para dar sequéncia a investigacdo.®®

Quando o teste da mistura do TP nao corrige

Inibidor de FVII

A deficiéncia adquirida de FVII, resultante da presenca de
inibidores, ocorre de maneira pouco comum. Os inibidores
especificos de FVII podem ser de duas naturezas e ambos
se tratam de anticorpos IgG. Os anticorpos podem surgir
em diferentes contextos, como sepse, doencas malignas,
e relacionados ao uso de medicamentos como penicilinas,
cefalosporinas, globulina antitimdécitos e interleucinas. Tam-
bém podem estar relacionados a presenca de anticoagulante
lGpico (AL). Foi reportada a presenca de autoanticorpos
dirigidos contra o FVIl em alguns pacientes com histérico de
sindrome do anticorpo antifosfolipidio (SAF). O diagnéstico
da presenca de inibidor especifico contra FVII é realizado
pela avaliacdo dos testes de triagem, sendo observado TP
prolongado que nao corrige apds TM e através da realizacao
do teste de Bethesda modificado para a sua quantificacao
(Figura 2).2229
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TP PROLONGADO
TTPa NORMAL

Testes de mistura 1:1
(PIPNN)

Sim

L2 L2 v

Verificar possibilidade

deioanis hepiicn Verificar def de vit K

Verificar def de FVII ‘

Verificar possibilidade

de CIVD

N&o [ Verfficar presenca de
Presenca de AL inibidor especifico de
Vil
Sim

Descartar def de FVII

a0
Atividade reduzida?
Sim

Problemas de produgao)
de fatores por doenca
hepatica

Descartar problem\as
de produgdo de fatores
por doenga hepética

TP pode estar
prolongado devido a0
AVK

Def FVIl tipo Il

Dosagem de PLT e D-
dimero

Bethesda modificado

[TP prolongado devido a
presena de AL

<Quantidade reduzida’

sim
Def FVIl tipo |

Reduzida?

Repetir TP apss
suspensao do AVK

Sim Nao

Nao  (Descartar presenca de
<Bresenca de inibidor inibidor especifico de
Fvil
sim

PLT reduzidas? Descartar CIVD
n Presenca de inibidor de
FVII quantificado

[ Acdo ouensaio a ser reaiizado
[ concusso

Considerar problemas
deingestae

Descartar def de vit K]

<> Tomada de decisao

Prolongamento isolado de tempo de protrombina (TP)

Legenda: P/PPN (relacdo entre o tempo de coagulaco do plasma do paciente e o pool de plasmas normais); def (deficiéncia); CIVD (coagulagdo intravascular disseminada); vit k (vitamina K); FVII:C (atividade de FVII); FVII:Ag (pesquisa de
antigeno FVII, pesquisa quantitativa por ELISA ou imunoturbidimetria); AVK (antagonista da vitamina K); PLT (plaquetas); AL (anticoagulantes lipicos).

Quando o teste da mistura do TP corrige

Deficiéncia hereditdria de FVII

A deficiéncia congénita de FVII é uma alteracao rara, com
prevaléncia global de cerca de 1:500.000, e é caracterizada
pela atividade do FVII:C inferior a 70%. Frequentemente é
observada histéria familiar de sangramento quando FVII é <
30% e o diagndstico, de modo geral, é feito ainda durante a
infancia. A deficiéncia pode ser do tipo |, na qual se observam
alteracdes quantitativas, e do tipo Il, na qual se observam
alteracdes qualitativas. O diagnoéstico consiste na avaliacdo
do quadro clinico e laboratorial, observa-se TP prolongado,
TM de TP com correcao e atividade coagulante de FVII:.C e
antigeno FVII-Ag, alterados (Figura 2). Eimportante ressaltar
que diferentes respostas podem ser observadas no TP devido
a variedade dos preparados de tromboplastina e diferentes
polimorfismos genéticos apresentados por pacientes com
deficiéncia de FVII (FVII Padua, FVIl Yamomoto). A quan-
tificacdo de FVII:Ag pode ser realizada através de ensaios
imunoturbidimétricos e imunoenzimaticos, contudo nao
deve ser utilizada como primeira escolha no diagnéstico,
visto que ndo detecta alteracées qualitativas funcionais, mas
apenas quantitativas. Outro ponto a se considerar é que o FVII
possui meia-vida de 4 a 6 horas, inferior aos outros fatores de

coagulagao, sendo o primeiro fator a diminuir em casos de
deficiéncias combinadas, portanto é necessario repeticdo do
exame caso a analise ultrapasse este tempo para confirmacao
de deficiéncia Unica ou combinada.®232427)

Coagulagéo intravascular disseminada

A ocorréncia de coagulagao intravascular disseminada
(CIVD) também pode levar a um aumento isolado de TP,
embora seja mais comum observar o prolongamento de
ambos, TP e TTPa, simultaneamente. Apesar das reducdes dos
outros fatores de coagulacao, o FVIIl pode estar aumentado na
CIVD, emrazao daliberagcdo de FvW pelas células endoteliais,
fato que o torna uma proteina de fase aguda. A coagulagéo
pode ocorrer pela ativacao da via do FT e FVII (extrinseca),
que além de importante para a conversao de fibrinogénio
em fibrina é capaz de ativar outras enzimas e cofatores, FIX e
FXI, que retroalimentam a formacao do coagulo. A ativacdo
da coagulacao também pode ser desencadeada por outras
vias devido a expressao de fatores pré-coagulantes como a
cisteina-protease ativadora de FX, em pacientes com neopla-
sias, ou via liberacao de moléculas iniciadoras de coagulagéo
em quadros obstétricos. O diagnoéstico de CIVD é baseado
em achados clinicos e laboratoriais (Figura 2).172829
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Quando ocorre prolongamento isolado do TTPa

O prolongamento de TTPa de forma isolada aponta para
alteragdes envolvendo a via intrinseca, especialmente FVIII
e FIX, podendo estar prolongado também em alteracdes na
via comum e, neste uUltimo caso, normalmente associado
ao prolongamento de TP. Além disso, o prolongamento
isolado de TTPa pode ser observado em amostras contendo
heparina, pacientes com presenca de AL e pacientes com
hematdcrito superior a 55% para os quais nao foi realizada
correcao na coleta."”

Quando o teste da mistura do TTPa nao corrige

Anéo correcao doTTPa apos teste da mistura, realizada de
imediato ou ap6s incubacéo, sugere a presenca de inibidores.
Nestes casos, incubacao é particularmente importante devido
aos inibidores de FVIII que sdo anticorpos que necessitam
de temperatura adequada para exercer sua acao inibitdria.
Considerando o histérico do paciente, em casos de eventos
trombaticos a presenca de AL deve ser investigada.”:1%18193031)

Inibidores de FVIII

Pacientes portadores de hemofilia A hereditaria podem
desenvolver aloanticorpos ao receberem tratamento con-
tendo FVIll exdgeno que geralmente sao do tipo IgG4. Cerca
de 20% a 30% desses pacientes desenvolvem inibidores con-
tra o FVIII. De forma menos comum, ha relatos de pacientes
sem histérico familiar de sangramentos ou diagnéstico de
hemofilia, que desenvolveram autoanticorpos contra FVIII
enddégeno. Os anticorpos IgA ou IgM também foram des-
critos em pacientes com hemofilia A associada a doencas
hematoldgicas malignas, puerpério, dentre outras situagoes,
porém também podem ocorrer em pacientes sem doenca
prévia associada. A presenca de inibidores de FVIII pode
interferir na atividade de outros fatores da via intrinseca e
esse problema pode ser solucionado através da diluicdo da
amostra. Inicialmente é verificado um prolongamento de
TTPa, que ndo corrige apdsTM (1:1, 1:4 e 4:1). A mistura deve,
também, ser incubada durante 2 horas a 37°C, uma vez que
os inibidores do FVIIl possuem agao lenta (Figura 3). Assim
como para outros inibidores, o ensaio de Bethesda é o teste
de escolha para deteccédo de inibidores de FVIII.®112731-34

Recentemente foi aprovado, pelos érgaos competentes,
o uso do medicamento emicizumabe, que é projetado para
mimetizar a funcao de cofator de FVIII, reconhecendo os FIX
e FX ativados, permitindo a formacao do arranjo apropriado
para a ativacdo de FX e assim prevenir sangramentos. Desse
modo, 0 emicizumabe se encontra como uma alternativa aos

pacientes que ndo sao responsivos a infusao de FVIIl devido
a sensibilizacdo prévia e formacao de anticorpos anti-FVIIl.
E importante destacar que o emicizumabe altera os resul-
tados de TTPa e de atividade de FVIIl, quando analisados
por método coagulométrico. Observa-se uma reducdo no
TTPa e na dosagem de FVIIl uma diminuicao espuria da ati-
vidade. Isso ocorre independentemente do tipo de ativador
utilizado no ensaio. A dosagem de FVIII, nestes casos, devera
ser realizada por método cromogénico e com reagentes de
origem bovina.®>3®

Inibidores de FIX

Da mesma forma que surgem anticorpos contra FVIII,
anticorpos contra FIX também sdo encontrados e de maneira
mais frequente em pacientes com doencas autoimunes,
malignas e com mutagdes genéticas do tipo grandes delecdes,
em associacdo com casos de alergias e reagdes anafildticas
graves. Contudo, o surgimento de inibidores contra o FIX
possui incidéncia de 5 a 10 vezes inferior a de inibidores de
FV”I‘(12,32,33)

Inibidores de FXI, e FXIII

Casos de inibidores de FXI sao raros e ja foram descritos
em pacientes apods infeccoes respiratorias virais, em pacientes
com lupus eritematoso sistémico (LES) e apds a infusao de
hemocomponentes. J& o desenvolvimento de anticorpos
(inibidores) contra FXIIl (deficiéncia adquirida) é raro, na
maioria da vezes idiopatico, ocorrendo com maior frequén-
cia em idosos, gestantes, politransfundidos, pacientes com
neoplasias hematoldgicas, tumores sélidos, doencgas autoimu-
nes e em uso de determinados medicamentos (penicilina e
amiodarona). As manifestacdes clinicas podem ser graves e
fatais. Tais inibidores podem ser neutralizantes de FXlll e ndo
neutralizantes de FXIIL.5

Presenc¢a de anticoagulantes

A heparina é um potente anticoagulante amplamente
utilizado em pacientes hospitalizados para prevenir e tratar
trombose e a sua administracao deve ser acompanhada
de controle laboratorial pelo TTPa (heparina de alto peso
molecular - ndo fracionada) e pelo teste anti-Xa (heparina
de baixo peso molecular - fracionada). A heparina é capaz
de se ligar a antitrombina e fazer com que esta exponha
seu sitio ativo, inibindo a acdo do Fll e FXa e impedindo a
formacdo do coagulo. No entanto, a heparina pode ser um
interferente laboratorial indesejado quando sua presenca
na amostra é resultante de contaminacao durante a coleta.
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A presenca de heparina, a depender da quantidade, torna
a amostra incoaguldvel, de modo que ndo seja possivel a
realizacao dos exames de triagem. Existem aditivos presentes
em reagentes de TTPa e de teste de veneno da vibora de
Russell diluido (dRVVT) que neutralizam a heparina conta-
minante da amostra. Os principais aditivos sao heparinases,
protamina e polibreno. Neutralizantes de inibidores diretos
de trombina (IDT) ou inibidores diretos do fator Xa também
estao disponiveis, apesar de ainda nao serem utilizados em
larga escala.(184047)

A deteccao de contaminacdo da amostra por heparina
e IDT pode ser realizada pelo TT e pelo anti-Xa. O TT per-
mite verificar a conversao de fibrinogénio em fibrina, ava-
liando diretamente o fibrinogénio funcional. Desta forma,
é especialmente util em casos de TTPa prolongado, pois
estd normalmente prolongado nos casos em que o TTPa
prolongado ocorre pela presenca de heparina, dabigatrana
ou deficiéncia de fibrinogénio. Um TM do TT sem correcao
sugere a presenca de heparina ou dabigatrana, ao passo
que a correcao sugere deficiéncia de fibrinogénio. Existem
diferentes possibilidades para explicar os TC prolongados em
cada situacao e o resultado dos TM ajudam a direcionar quais
testes adicionais podem ser Uteis.®) Ja o anti-Xa é realizado
por método cromogénico, onde a antitrombina Ill e o FXa
se encontram em excesso na reacao e a taxa de inibicdo do
FXa pelo complexo heparina-antitrombina Ill é diretamente
proporcional aos niveis de heparina, de modo que a atividade
de FXa remanescente medida em substrato cromogénico
seja inversamente proporcional aos niveis de heparina.
Entretanto, em individuos com deficiéncia de antitrombina
Il do tipo Il (deficiéncia qualitativa) pode nao ser possivel a
deteccdo de atividade anti-Xa. O paciente pode apresentar
resultados de atividade indetectéavel, e nessa situacao os
testes da mistura com PPN podem ser realizados a fim de
possibilitar o estabelecimento do valor de atividade, através
de um ensaio cromogénico baseado em FXa. (Figura 4).®174243)

Presenca de anticoagulante lupico

A presenca de AL, que é um anticorpo com afinidade por
fosfolipidios, predispde ao risco de trombose e complicacbes
gestacionais, podendo levar a abortos de repeticdo e nasci-
mentos prematuros. Para fins diagndsticos sdo avaliados trés
desses anticorpos: anti-B2GPI, anticorpos anticardiolipina
(aCL) e AL.O AL é avaliado por sua capacidade de prolongar
testes de coagulagao in vitro. Existem trés principais diretrizes

que orientam a respeito da deteccdo de AL: a elaborada pela
ISTH em 2009, atualizada em 2020; a elaborada pelo CLSI em
2014 eadoBCSHde 2012. Os trés documentos possuem em
comum orientagdes a respeito do uso dos TM na deteccéo de
AL.Quando o dRVVT e/ou TTPa se encontram prolongados,
é recomendado prosseguir com os TM na proporgao 1:1,
em que a ndo correcao indica que ha presenca de inibidor
de coagulacdo que pode ou ndo ser o AL, a depender se hd
ou nao correcdo na fase confirmatéria com utilizagdo de
reagentes com elevado teor de fosfolipidios.!” 183044

Outros testes podem ser utilizados para a triagem de AL
no laboratério de hemostasia como, por exemplo, o tempo
de coagulacao com kaolin (KCT) e o tempo de protrombina
diluido (dTP). O uso do KCT é desencorajado pela diretrizda
ISTH devido a sua baixa reprodutibilidade, ao passo que o
dTP apresenta bom desempenho quando se utiliza trombo-
plastina recombinante, que possui alta sensibilidade aos AL.
Sabe-se que, apesar de possivel, é raro o prolongamento do TP
devido a presenca de AL, e isso normalmente ocorre porque
os reagentes de tromboplastina contém altas concentracdes
de fosfolipidios, que anulam os efeitos de AL. Entretanto,
quando a tromboplastina é diluida, o AL passa a interferir no
tempo de coagulacdo (TC) do TP. Dessa forma, o dTP pode
ser utilizado como triagem para AL e o teste confirmatério
correspondente pode ser realizado através da utilizacao de
uma diluicdo menor de tromboplastina.'194%

A Figura 5 traz detalhes sobre as diferentes estratégias
para pesquisa de AL. Idealmente, a pesquisa de AL deve ser
realizada quando o paciente nédo esta fazendo uso de terapia
anticoagulante, porém muitas vezes é clinicamente inviavel
suspender a medicacdo. A presenca de anticoagulantes
na amostra do paciente pode ser contornada por meio de
estratégias para neutralizar anticoagulantes, da mesmaforma
como citado para heparina. Anticoagulantes orais diretos
(AOD) como os IDT ou inibidores diretos do fator Xa podem
ser neutralizados por idarucizumabe, dentre outros. Nao
ha consenso entre as principais diretrizes sobre a recomen-
dacdo do uso desses neutralizantes. As heparinas exercem
efeito sobre os ensaios de AL devido interferirem no TTPa e
no dRVVT. J4 em plasmas de pacientes em uso de AVK, que
apresentem valores de RNl entre 1,5 e 3,0, é possivel prepa-
rar uma diluicdo 1:1 de plasma do paciente e PPN, a fim de
compensar a auséncia de fatores dependentes de vitamina
K.Jdemrelacdoaos IDT einibidores diretos do FXa, os efeitos
Nnos ensaios sao imprevisiveis, 184144

RBAC. 2023:55(1):6-23

13



Aplicacéo clinica e laboratorial do teste da mistura na investigacao de prolongamentos nos exames de hemostasia | Vieira LA, Leite CA, Comar SR

TP NORMAL
TTPa PROLONGADO

Verificar VG, se VG
>55% ajustar relagao
amostra: citrato

Repetir TTPa

Pesquisar presenga de
heparina conforme
figura 4

Descartar suspeita de
contaminagéo com
heparina

TTPa - Teste de
mistura 1:1 (P/PPN)

Pesquisar AL conforme
figura 5

Positivo?

D-dimero
aumentado?

Descartar CIVD

A BouC? Positivo para AL

Descartar CIVD

[Repetir em 12 semanas|

|

hemofilia A ‘

|

com
hemofilia B

Ja Ja Ja Pesquisar inibidores de

FVIIL FIX, FXIIl, FvW

Bethesda modificado

Presenga de inibidor
quantificado

hemofilia C ‘

Pesquisar deficiéncias
mais comuns

Pesquisa de inibidor de Pesquisa de inibidor de Pesquisar inibidor de

FVIli:C

Bethesda modificado Bethesda modificado Bethesda modificado

Uso de
Emicizumabe?.

Pesquisar deficiencias
de FIX, FXI, pré- Descartar def FVIlI

calecreina

FVIIl quantificado

Presenga de inibidor de
[ FIX quantificado FXI quantificado

rrssenqa de inibidor deJ E’rssenqa de inibidor da}

FVIII:C (usar método
cromogénico)

Bethesda modificado
(usar reagentes de
origem bovina)

Pesquisar FYW

Descartar Def de fator

Pesquisa FYW ’

Atividade de FvW
dependente de PLT

Def FVIIl tipo |

Determinagao do tipo
de DvW

:’ Agéo ou ensaio a ser realizado
C] Conclusdo
Q Tomada de decisao

<Quantidade reduzida’

Def tipo |

Def tipo Il

Prolongamento isolado de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

Legenda: P/PPN (relado entre o tempo de coagulagao do plasma do paciente e 0 poo/ de plasmas normais); def (deficiéncia); CIVD (coagulacdo intravascular disseminada); PLT (plaquetas); AL (anticoagulantes lipicos); VG (volume globular);
FVIII:C (pesquisa de atividade de FVIII); FVIIl (pesquisa de antigeno FVIII, pesquisa quantitativa); FvW:Ag (teste de fator de von Willebrand antigeno); FvW:(B (teste de ligagdo do fator de von Willebrand ao coldgeno).
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SUSPEITA DE
CONTAMINACAO POR
ANTICOAGULANTES
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55% ajustar relagéo
amostra: citrato

Repetir TTPa

N&o

Prolongado?

TTPa mistura 1:1
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Houve corregao
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| |

T Teste anti-FXa
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contaminacdo com
heparina

Descanar stispsitaido IConsiderar presenga de
Prolongado? contaminagao com o
heparina outros inibidores

IConsiderar presenca de|
outros ini

Heparina
fracionada?

Provavel contaminag&o Provavel contaminagéo
com heparina com heparina

Deseja quantificar
IDT?

Realizar TTPa com Sim Nao Realizar TTPa com
Teste de Reptilase heparinase, protamina heparinase, protamina
ou polibreno ou polibreno

Sim
TT mistura (P/PPN) Prolongado?

A

Prolongado?
] Nao

Prosseguir com testes

TT mistura (P/PPN) [ Parar testes
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I:I Acao ou ensaio a ser realizado
:] Conclusao
Q Tomada de decisao

Investigar def de
fibrinogénio IDT quantificado com

base na curva padrao

Prolongado?

Pesquisa de contaminacao por medicamentos anticoagulantes

Legenda: VG (volume globular); P/PPN (relacdo entre o tempo de coagulacdo do plasma do paciente e o pool de plasmas normais); IDT (Inibidores Diretos da Trombina).
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v
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Confirmar dependéncia
deFL

incubagao 37°C 2h {BERND BEEN)
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Confirmar dependéncia
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Confirmar dependéncia : Confirmar dependéncia dRVVT confirmatério
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v Yoy v
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I
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Q Tomada de deciszo

[ Negativo para AL ][

Positivo para AL }

IRepetir em 12 semanas IRepetir em 12 semanas

Pesquisa de Anticoagulantes Lupicos (AL)

Legenda: P/PPN (relagdo entre o tempo de coagulacdo do plasma do paciente e o pool de plasmas normais); AL (anticoagulantes ldpicos), FL (fosfolipidio), dTP (teste do tempo de protrombina diluido), dRVVT (teste do veneno da vibora de

Russell diluido), KCT (kaolin clotting time - tempo de coagulacao pelo caulim)

Quando o teste da mistura do TTPa corrige

Situagbes ja descritas, como CIVD e deficiéncia de fatores
daviaintrinseca, com maior frequéncia a deficiéncia congénita
de FVIII, resultam na correcao do TTPa apos teste da mistura.

Hemofilia A — Deficiéncia de FVIII

A hemofilia A é uma doenca hereditéria de heranca ligada
ao X, mais frequente em homens, que se caracteriza pela
deficiéncia de FVIIl. Acomete cerca de 1:10.000 nascimentos
masculinos. O quadro clinico é marcado por hemorragias
recorrentes, especialmente hemartroses, e em casos mais
graves hemorragias de sistema nervoso central. A doenca
pode ser classificada de forma grave, moderada ou leve
considerando a quantidade de FVIII. A atividade de FVIII

inferior a 1% caracteriza hemofilia grave, e desse modo é
desejavel que os ensaios laboratoriais possuam linearidade
em valores inferiores a 1%. A amostra ideal para a pesquisa
de FVIII é sangue total, coletado em tubo contendo citrato,
no entanto a coleta de sangue de cordao umbilical também
pode ser realizada, especialmente em recém-nascidos do
sexo masculino. Nestes casos, no entanto, os resultados
devem ser interpretados com cautela, visto que durante o
parto ha ativacdo da cascata de coagulacdo e as amostras
de cordao tendem a vir parcialmente coaguladas. O FVIII
circula complexado ao FvW, de modo que a deficiéncia de
FVW pode resultar em um aumento da depuracao de FVIII.
Ao diagnostico se observa TTPa prolongado que corrige
apos o TM.&1227)
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Hemofilia B - Deficiéncia de FIX

A hemofilia Btambém é uma doenca hereditaria ligada ao
cromossomo X, que acarreta a deficiéncia de FIX. Apresenta
uma grande variedade de variantes genéticas, o que dificulta
a correlagdo com a clinica. Ao diagndstico se observa TTPa
prolongado que corrige apds o TM.2739

Deficiéncia de FXI, FXIl e pré-calecreina

A deficiéncia de FXI, também chamada de hemofilia C,
é uma doenca de heranga autossomica e incidéncia rara. A
relacdo entre os niveis de FXI e as manifestacdes clinicas ndo
é linear. A deficiéncia de fator FXII é tipicamente autossomica
recessiva, com incidéncia <1:1.000.000, e resulta em prolon-
gamento mais acentuado do TTPa, porém nao ha manifesta-
¢oes clinicas envolvendo episédios de sangramento, assim
como deficiéncia de pré-calecreina (PC). Ao diagnéstico se
observa TTPa prolongado que corrige apds o TM em todas
essas situacdes. Contudo, na deficiéncia de PC, um TTPa
prolongado pode diminuir ou até mesmo normalizar caso
a amostra seja incubada por tempo suficiente para que a PC
diminuida consiga ativar a via intrinseca da coagula¢do.®”

Deficiéncia de fator de von Willebrand

A doenca de von Willebrand é uma doeng¢a hemorragica
hereditaria que afeta cerca de 2% da populacdo e possui
heranca autossémica irregular. Para estabelecer o diagnos-
tico é importante que se conheca o histérico familiar e de
sangramentos do paciente. O diagnéstico é baseado nos
testes de triagem, havendo prolongamento de TTPa, seguido
da avaliacao de FVIII:C (atividade), FvW:Ag (antigeno) e
determinacao da funcao do FvW através de: FvW:RCo (teste
cofator de ristocetina) e/ou FYW:GPIbM (teste de atividade
de FYW de ligacao de GPIb) e FvW:CB (ligacao do FvW ao
coldgeno). Existem inibidores de FYW que se desenvolvem
em alguns pacientes com doenca de von Willebrand do Tipo
3 e podem ser detectados pela inibicdao que provocam na
atividade do cofator da ristocetina e na atividade do FVIII.
Neste ultimo caso, ocorre prolongamento do TTPa e correcdo
doTM do TTPa.®"

Quando ocorre prolongamentos simultaneos do TTPa
edoTP

O prolongamento simultaneo de TTPa e TP aponta para
alteracdes envolvendo a viacomum, ou multiplas vias. Varia-
veis analiticas e pré-analiticas, como volume de amostra,
temperatura de armazenamento da amostra, tempo de

armazenamento da amostra antes do processamento e uso
de ativadores, devem ser avaliadas, visto que podem levar
ao prolongamento dos exames de triagem. Descartadas as
possibilidades anteriores, deve-se prosseguir com a inves-
tigacdo de deficiéncia congénita ou adquirida de fatores da
via comum. 1031

Quando os testes da mistura doTTPa e do TP ndo corrigem

A nao correcao do TP e do TTPa, apds a realizacdao dos
respectivos TM, direciona a investigacdo para a presenca de
inibidores. Investiga-se a presenca de inibidores especificos
para fibrinogénio, FlI, FV e FX, sendo mais comumente verifi-
cada a presenca de inibidores direcionados ao FV (Figura 6).%3%

Inibidores de FV

Inibidores de FV sdo frequentemente observados em
pacientes que possuem fatores de risco como intervencdes
cirdrgicas, uso de beta-lactamicos, aminoglicosideos e historico
de transfusées. Ha relatos de casos de desenvolvimento de
inibidores contra FV apés a utilizacdo de hemostaticos topicos,
como colas cirdrgicas, contendo trombina bovina e vestigios
de FV bovino, capazes de estimular o sistema imune. Devido
a similaridade estrutural entre FV e FVIII, autoanticorpos
formados contra FV podem interferir na atividade de FVIII.
O diagndstico diferencial entre a presenca de AL e inibidor
de FV é realizado com o auxilio dos TM, onde a ndo correcao
de TTPa apds a incubacao com reagente rico em fosfolipidio
indica a presenca deinibidor de FV e ndo de AL. Por outro lado,
alguns autoanticorpos anti-FV fogem a regra, de modo que
o resultado da pesquisa de AL deve ser correlacionado com
a historia clinica e sintomatologia, sendo verificado casos de
predisposicdo a trombose em pacientes que possuem AL e
sangramentos no caso de inibidores de FV.343946-48)

Inibidores de FX, Fll e fibrinogénio

O FX, quando ativado, catalisa a conversao de protrom-
bina em trombina, e a deficiéncia adquirida de FX estd asso-
ciada frequentemente a amiloidose sistémica, que provoca
reducao de FX na circulacado. Ha relatos do surgimento de
autoanticorpos contra o FX em situacoes de infeccao respi-
ratéria e leucemia mieldide aguda, apesar de néo ter sido
estabelecida relacao de causalidade. Inibidores de FllI (pro-
trombina) podem ser observados em pacientes com sindrome
antifosfolipidio (SAF), LES, artrite reumatoide e em pacientes
que receberam preparados de trombina de origem bovina.
Parte significativa desses anticorpos ndo estdo associados a
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sangramentos, todavia episédios hemorragicos sao obser-
vados em alguns pacientes. Na SAF existe a possibilidade de
desenvolvimento de sindrome de anticoagulante lUpico-hi-
poprotrombinémica, que causa predisposicao a trombose
e a sangramentos. Anticorpos inibidores de fibrinogénio
ocorrem de forma rara e sdo observados em pacientes que

receberam reposicdo de hemocomponentes. Estao associados
a episodios graves de sangramento, entretanto ha relatos de
altos niveis de anticorpos antifibrinogénio ndo associados a
hemorragias em gestantes e puérperas, especialmente em
casos de mulheres sensibilizadas devido a diferenca de fator
Rh entre mae e recém-nascido e em partos dificeis.?232394°50

TP PROLONGADO
TTPa PROLONGADO

Verificar VG, se VG >
55% ajustar relagao
amostra: citrato

Repetir TTPa

Prolongado?

TP - Teste de mistura TTPA - Teste de
1:1 (PIPPN) com e mistura 1:1 (PIPPN)

sem incubacio com e sem incubacio

L l

Pesquisar AL conforme
figura 5

Pesquisar presenga de Ndo
heparina conforme

figura 4

Descartar suspeita de
contaminagdo com
heparina

2h37°C

Corghaniin ‘

Repetir AL em 12
semanas

Correlacionar com anti-
B2GL e anti-CL

Presenca de AL?

Investigar def raras Nag
Invetger CIVD, (FV,FX,Fl, fibrinogénio)

Descartar CIVD

<

CIvD

Presenga de inibidor de!
Y apenieE H Pesquisar FVIII ‘

Presenga de inibiddrw,_ SIM
especiico?

Nao

[Considerar presenca de
inibidor inespecifico

Bresenca de inibidor d8

Fv?
Nao

Pesquisar inibidores de a9
—){ Fll, FX e fibrinogénio H Bethesda modificado

Verificar def de fator

especifico

Considerar doenga
hepética

Presenca de inibidor
especifico quantificado

Dosagem de fator

<Quantidade reduzida
Sim
Deftipo |

I:l Agéo ou ensaio a ser realizado

[: Conclusao
<> Tomada de decisao

Def tipo I

Prolongamentos simultaneos de TTPa e de TP

Legenda: P/PPN (relagdo entre o tempo de coagulacdo do plasma do paciente e o tempo do pool de plasmas normais); def (deficiéncia); CIVD (coagulagdo intravascular disseminada); PLT (plaquetas); AL (anticoagulantes ltpicos); VG (volume
globular); anti-B2GL (anti-beta-2-glicoproteina |); anti-CL (anti-cardiolipina); SAF (sindrome antifosfolipidio); FR (fator de risco).
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Quando os testes da mistura do TTPa e do TP corrigem

Como descrito anteriormente, a CIVD pode levar ao
prolongamento de TP e de TTPa, devendo ser investigada.
A correcdo ap6s teste da mistura direciona a pesquisa para
deficiéncia de fatores da via comum.@”

Deficiéncia hereditdria de FV

A deficiéncia de FV congénita é uma doenca autossomica
recessiva, rara, com incidéncia estimada de 1:1.000.000 e
caracterizada por niveis de atividade de FV baixos ou indetec-
taveis. Pode ser classificada em tipo | e tipo Il e os pacientes
apresentam uma variedade de manifestac¢des clinicas, desde
assintomaticos até epistaxe, hematomas e hemorragias intra-
cranianas. Além de ser encontrado no plasma, o FV pode ser
encontrado nos granulos densos das plaquetas, havendo
evidéncias de que o FV proveniente das plaquetas apre-
senta atividade pré-coagulante mais pronunciada, quando
comparada ao fator plasmatico. O papel do FV proveniente
das plaquetas ainda ndo esta bem estabelecido, no entanto
ha grupos de pacientes com deficiéncia de FV que apresen-
tam manifestacdes hemorragicas graves e atividade de FV
plaquetdrio indetectavel. Laboratorialmente, a pesquisa de
deficiéncia de FV deve ser realizada com base nos resultados
deTTPa eTP prolongados e corrigidos apds teste da mistura,
seguida de determinacdo da atividade do FV (Figura 6).17273447)

Deficiéncia hereditdria de FX

A deficiéncia de FX é uma doenca com prevaléncia
aproximada de 1:1.000.000 e possui carater autossémico
recessivo. Os episédios de sangramento tendem a ocorrer
em pacientes com niveis de FX inferiores a 10%. Os niveis
fisioldgicos de FX estdo elevados durante a gestacdo em
mais de 150% e no periodo pds-parto. Laboratorialmente, a
pesquisa de deficiéncia de FX deve ser realizada com base nos
resultados de TTPa e TP prolongados e corrigidos apos teste
da mistura, seguida de determinacao da atividade do FX.#>"

Deficiéncia hereditdria de Fll

A prevaléncia da deficiéncia hereditaria de Fll é de aproxi-
madamente 1:2.000.000, sendo extremamente rara. Pode ser
observada hipoprotrombinemia, ou deficiéncia do tipo |, na
qual o diagnéstico é realizado como base nos baixos niveis
de atividade do Fll. A disprotrombinemia, ou deficiéncia do
tipo I, resulta de uma sintese quase normal de protrombina
circulante, porém a proteina de alguma forma é disfuncional,
com atividade reduzida, mas a quantificacdo de antigeno se
encontra dentro dos valores esperados. Em pacientes com

niveis de Fll inferiores a 5% no plasma, as manifestacoes clini-
cas sdo sangramentos graves. Entretanto, de forma paradoxal,
ha relatos na literatura de casos envolvendo pacientes com
deficiéncia conhecida de Fll e desenvolvimento de trombose
venosa profunda. Laboratorialmente, a pesquisa de deficiéncia
de Fll deve ser realizada com base nos resultados de TTPa e
TP prolongados e corrigidos ap6s teste da mistura, seguida
de determinacao da atividade do FIl.®?

Deficiéncia de fibrinogénio

A afibrinogenemia, doenga autossémica dominante, é
caracterizada pela total auséncia de producao de fibrinogé-
nio, normalmente diagnosticada ao nascimento, devido ao
sangramento de corddo umbilical. Nesta condicdo todos os
testes dependentes da formacao de fibrina estdo prolon-
gados e o fibrinogénio se encontra indetectavel, tanto em
teste funcional (Claus), quanto em ensaios antigénicos. As
deficiéncias de fibrinogénio também podem ser classificadas
em hipofibrinogenemia, na qual ha producao inferior aos
niveis normais e disfibrinogenemia, na qual a producéo da
proteina se mantém normal em niveis quantitativos, porém
com alteragbes qualitativas.

Na hipofibrinogenemia, o TT é um ensaio muito sensivel,
e pode ser confirmado por um tempo de reptilase anormal e
niveis de fibrinogénio inferiores ao intervalo de referéncia. Pode
ser decorrente de doenca congénita, porém deve-se investigar
funcédo hepética. O TM do TT pode ser util no diagnoéstico de
disfibrinogenemia, visto que a quantificacao de fibrinogénio
por método imunoenzimatico ndo avalia a quantidade de
fibrinogénio funcional. No TM do TT ja foi observada a corre-
¢do total apos mistura 1:5 (P/PPN), no entanto ja foi possivel
observar correcao de 50% dos pacientes em mistura 1:4.

Anado correcao indica a potencial presencga deinibidor. Na
disfibrinogenemia, geralmente ha uma discrepancia entre os
testes dependentes da formacéo de fibrina e o fibrinogénio
medido antigenicamente. Entre as vantagens do teste tempo
de reptilase, destaca-se a sua insensibilidade a presenca de
heparina nao fracionada e deficiéncia de FXIIl, de modo que
0 ensaio pode ser Util na deteccao de hipofibrinogenemia
ou disfibrinogenemia em amostras de pacientes contendo
heparina.®275354

CONSIDERACOES FINAIS
Os TM sao normalmente indicados na investigacao

de prolongamentos do TTPa ou TP, sendo também utiliza-
dos na investigacdo de anticoagulantes lupicos. Nao séo
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indicados quando o tempo de coagulacao dos testes de
triagem encontram-se dentro dos valores de referéncia e até
mesmo levemente acima desse intervalo. Antes da realizacao
de umTM, devem ser obtidas informacdes sobre o histoérico
do paciente, incluindo uso medicamentos, assim como se a
amostra foi coletada adequadamente.®

O papel fundamental dos TM pode ser simplesmente
expresso como um método para distinguir deficiéncia de
fator de coagulagdo de um inibidor. O principal desafio para o
laboratério é estabelecer critérios confidveis que maximizem as
chances de interpretacdo correta do resultado do TM. Existem
diversas formulas que os laboratdrios podem escolher paraa
interpretacdo dos TM, ressaltando-se que é uma boa prética de
laboratdrio o estabelecimento de valores de corte locais con-
siderando o analisador, PPN e tipos de reagentes em uso.625%

Na aplicacao clinica e laboratorial dos TM podemos
observar trés cendrios basicos: apenas TP prolongado, apenas
TTPa prolongado ouTP e TTPa prolongados, em que 0s TM sao
realizados apenas para o teste em que ocorreu prolongamento.
Testes adicionais podem ser recomendados dependendo do

Comportamento dos testes de coagulagdo em diversas situacbes clinicas

contexto clinico e a critério médico. Os varios tipos de situa-
¢6es envolvendo os testes de triagem em hemostasia, assim
como os TM e estudos adicionais, sao mostrados na Tabela 1.

A pesquisa de alteragdes da hemostasia no laboratério
clinico deve ser realizada de forma cuidadosa e sistematica,
sendo fundamental o conhecimento aprofundado do tema
por parte dos analistas clinicos e dos médicos, sob o risco
de gerar prejuizos no diagndstico e acompanhamento dos
pacientes. A aplicacao, o desempenho e a interpretacao
inadequadas dos testes de triagem e dos TM em hemostasia
podem levar a erros diagndsticos na classificacdo da causa da
coagulacao anormal, podendo acarretar tratamento incor-
reto dos pacientes. Cabe aqui ressaltar que decisdes clinicas
nao devem ser guiadas por resultados isolados de testes
de triagem e dos TM e sim no contexto clinico-laboratorial.

Por fim, conclui-se que os TM oferecem beneficios subs-
tanciais, pois ajudam de fato a orientar a investigacdo para
diferenciar deficiéncia de fatores de coagulacdo de presenca
de inibidor, reduzindo custos e tempo e maximizando a
eficiéncia diagndstica para os pacientes.

Teste de coagulacao
Situacoes
TP TTPa T TP mix TTPa mix TT mix Testes adicionais para confirmacao
Deficiéncias hereditdrias de fatores de coagulacao
FVIIL/ FIX/ FXI/ EXIl / PC/ CAPM Normal Prolongado Normal - Corrige - Dosagem de
FVIII, FIX, FXI, FXII, PCe CAPM
FIL/FV/EX Prolongado Prolongado Normal Corrige Corrige - Dosagem de FIl, FV e FX
Fvil Prolongado Normal Normal Corrige - - Dosagem de FVII
Afibrinogenemia, disfibrinogenemia | Prolongado Prolongado Prolongado Corrige Corrige Corrige Dosagem de fibrinogénio
ou hipofibrinogenemia
FXII Normal Normal Normal - - - Dosagem de FXIII
Doenga de von Willebrand com Normal Prolongado Normal - Corrige - Dosagem de FVIll e FvW
FVIII baixo
Deficiéncias adquiridas de fatores de coagulacao
Doencas hepaticas Prolongado Prolongado Normal ou Corrige Corrige Corrige Dosagem de fatores e de enzimas
Prolongado hepéticas
Deficiéncia de vitamina K Prolongado Prolongado Normal Corrige Corrige - Dosagem de FIl, FVII, FIX e FX
CvD Prolongado Prolongado Prolongado Corrige Corrige Corrige Dosagem de fatores, dimero D,
fibrinogénio e plaquetas
Amiloidose sistémica com perdadeFX |  Prolongado Prolongado Normal Corrige Corrige - Dosagem de FX
Sindrome nefrética com perda Normal Prolongado - - Corrige - Dosagem de FXII
de FXII
FVIIl diminuido secundariamente a Normal Prolongado Normal - Corrige - Dosagem de FVIll e FvW
inibidor de FYW
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Tabela 1 (continuacao)

L Teste de coagulacao
Situagdes : : : - :
TP TTPa T TP mix TTPa mix TT mix Testes adicionais para confirmacao
Inibidores de fatores de coagulacao do tipo anticorpos
Anticoagulante lipico Normal ou Prolongado Normal Varidvel Néo corrige - dRWT
raramente
aumentado
Inibidor de FVIII Normal Prolongado Normal - Correcdo - Dosagem de FVIl e de inibidor de FVIII
imediata pelo método de Bethesda modificado
varidvel e ndo
correcao tardia
apos incubacdo
Inibidor de FIX, FXI ou FXIII Normal Prolongado Normal - Nao corrige - Dosagem de FIX, FXI ou FXIll e de inibidor
de FIX ou FXI pelo método de Bethesda
modificado ou de FXIIl por teste da
mistura do tipo neutralizante ou por
imunoensaio de ligacao
Inibidor de FVII Prolongado Normal Normal Néo corrige - - Dosagem de FVIl e de inibidor de FVII
pelo método de Bethesda modificado
Inibidor de FlI, FV ou FX Prolongado Prolongado Normal Néo corrige Néo corrige - Dosagem de FIl, FV ou FX e de inibidor
de Fll, FV ou FX pelo método de
Bethesda modificado
Agentes terapéuticos
Heparina ndo fracionada Normal desde | Prolongado Prolongado Corrige Néo corrige Varidvel Anti-Xa dentro dos niveis terapéuticos.
(niveis terapéuticos) que reagente TT prolongado com ndo correcao no
contenha TT mix é sugestivo, mas também pode
neutralizador ocorrer com o uso de inibidores diretos
de heparina da trombina
Heparina ndo fracionada Prolongado Prolongado Prolongado Varidvel Nao corrige Néo corrige | Anti-Xa acima dos niveis terapéuticos.
(acima dos niveis terapéuticos) TT prolongado com ndo correcao no
TT mix é sugestivo, mas também pode
ocorrer com o uso de inibidores diretos
da trombina
Heparina de baixo peso molecular Normal Normal ou Normal - - - Monitoramento pelo teste anti-Xa
prolongado
Antagonistas da vitamina K Prolongado Normal, Normal Corrige Corrige - FII, FVII, FIX e FX estarao baixos
(inicio da terapia onde vit. K raramente
encontra-se levemente diminuida) prolongado
Antagonistas da vitamina K Prolongado Prolongado Normal Corrige Corrige - FlI, FVII, FIX e FX estardo baixos
(longos periodos em niveis
terapéuticos, vit. K encontra-se
bastante diminuida)
Argatrobana e Dabigatrana Normal ou Prolongado, Prolongado Nao corrige Néo corrige | Normalmente | Dosagem de inibidor direto da trombina
(inibidores diretos da trombina) prolongado raramente nao corrige
normal
Apixabana, Edoxabana e Prolongado Normal ou Normal Nao corrige | Normalmente - Dosagem de inibidor de FXa
Rivaroxabana (inibidores de FXa) prolongado nao corrige
Legenda: TTPa, tempo de tromboplastina parcial ativada; PC, pré-calicreina; CAPM, cininogénio de alto peso molecular; TP, tempo de p bina; TT, tempo de bina; FvW, fator de von Willebrand; CIVD, coagulagao intravascular disseminada; Fil,

fator|l da coagulagdo; FV, fatorV da coagulacao; FVII, fator VIl da coagulacao; FVIII, fator VIl da coagulagao; FIX, fator IX da coagulacao; FX, fator X da coagulacao; FXI, fator XI da coagulacao; FXII, fator XIl da coagulagéo; Xa, X ativado; mix, teste da mistura.
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