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Resumo

A gestao laboratorial envolve a utilizacao eficiente de recursos, pessoal e equipamentos,
assegurando qualidade e conformidade legal, e permite adotar praticas de planeamento, manutencao e
controlo que minimizam desperdicios e gastos desnecessarios.

O estudo realizado na Unidade Local de Sadde de Santo Antdnio teve como propdsito avaliar a
rendimento dos reagentes nos coagulémetros ACL TOP® 550/750 e PFA-200® e, consequentemente
identificar as principais causas de desperdicio dos reagentes. A andlise incidiu sobre testes de rotina,
como o Tempo de Protrombina, Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada, D-Dimeros, Fibrinogénio e
Anticoagulante Lupico.

Na analise dosresultados permitiu concluir que o rendimento dos equipamentos ACL TOP® 550,
ACL TOP® 750 e PFA-200® é globalmente satisfatdrio, com percentagens de desperdicio
relativamente baixas.No ACL TOP® 750, oreagente de D-Dimeros destacou-se pelabaixa estabilidade
e maior desperdicio, apontando para anecessidade de otimizacao da sua utilizacao. Este estudo permitiu
ainda constataruma diferenca expressiva entre o nimero de testes estimado pelo fabricante e o niimero
de resultados efetivamente obtidos

Conclui-se que a gestdo eficiente dos reagentes e a monitorizacao continua do desempenho dos
equipamentos sao fundamentais parareduzir perdas, garantir sustentabilidade e assegurar a fiabilidade

diagndstica.

Palavras-chave: Hemostase; Coagulopatias; Gestao Lahoratorial; Rendimento; Desperdicio.
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Abstract

Laboratory management involves the efficient use of resources, personal, and equipment,
ensuring quality and legal compliance, and allows for the adoption of planning, maintenance, and control
practices that minimize waste and unnecessary expenses.

The study conducted at the Santo Anténio Local Health Unit aimed to evaluate the efficiency of
reagents in the ACL TOP® 550/750 and PFA-200® coagulometers and, consequently, identify the
main causes of reagent waste. The analysis focused on routine tests, such as Prothrombin Time,
Activated Partial Thromboplastin Time, D-Dimers, Fibrinogen, and Lupus Anticoagulant.

Analysis of the results led to the conclusion that the performance of the ACL TOP® 550, ACL
TOP® 750, and PFA-200® devices is generally satisfactory, with relatively low waste percentages. In
the ACL TOP® 750, the D-Dimer reagent stood out for its low stability and higher waste, pointing to the
need to optimize its use. This study also revealed a significant difference between the number of tests
estimated by the manufacturer and the number of results actually obtained.

Itwas concluded that efficient management of reagents and continuous monitoring of equipment

performance are essential to reduce losses, ensure sustainability, and guarantee diagnostic reliability.

Keywords: Hemostasis; Coagulopathies; Laboratory Management; Efficiency; Waste.
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Capitulo | - Relatdrio de Estagio
1. Introducao

Este relatdrio desenvolveu-se no ambito da Unidade Curricular de Estagio do Curso de Mestrado
em Anidlises Clinicas e Saude Publica - ramo de Imunohemoterapia e Transplantagao da Escola Superior
de Saude do Porto, realizado na Unidade de Trombose e Hemostase do servico de Imunohemoterapia na

Unidade Local de Satide de Santo Antdnio.
1.1. Caracterizacao do local de estagio

0 Centro Hospitalar Universitario de Santo Antdnio, atualmente designado como Unidade Local
de Saidde Santo Anténio (ULSSA), recebeu os primeiros doentes em 1799, e € uma entidade de referéncia
na prestacdo de cuidados de satide diferenciados. E considerado um dos melhores centros hospitalares
do pais, do qual fazem parte um centro de inovacao, ensino, investigacao e formacao. Aolongo dos anos
colaborou com diversas instituicdes, sendo que, neste momento é composto pelo Hospital Geral Santo
Anténio e Centro Integrado de Cirurgia de Ambulatdrio (CICA), Hospital Magalhaes Lemos, Centro
Materno-Infantildo Norte Albino Aroso e Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhdes. Partilha ainda
o Centro Académico Clinico com o Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do
Porto (1-3).

0 servico de Imunohemoterapia (SIHT), onde estd integrada a Unidade de Trombose e
Hemostase, resulta da divisao do antigo Servico de Hematologia Clinica, que integrava a Hematologia
Clinica, e a Imuno-hemoterapia, em 2023. O SIHT estd divido em 4 unidades: a Unidade de Imuno-
hematologia e Medicina Transfusional (UIHMT), a Unidade de Trombose e Hemostase, a Unidade de
Diagnéstico Hematoldgico Margarida Lima (UDHML) que inclui os laboratdrios de Citometria e Genética
e a Unidade de Hemocromatose e Metaholismo do Ferro (UHMF). Este servico funciona em trés polos:
um polo no ex-CICAP onde se encontram as Consultas Externas, Hospital de Dia e Laboratdrios, um polo
no piso 1 do Edificio Luis de Carvalho onde funciona o Posto Avancado do Servico de Urgéncia (PASU) e,
umno CMIN onde se localiza a drea de colheita para Dadores de Sangue (4).

A Unidade de Trombose e Hemostase (UTH) possui quatro dreas fundamentais: o Laboratdrio de

Trombose e Hemostase, as Consultas Externas de Coagulopatias, Hemostase, Trombofilia,



Hipocoagulacao e Consulta Multidisciplinar de Musculo-Esquelética associada a Hemofilia e o Centro de
Referéncia de Coagulopatias Congénitas, reconhecido como Centro de Referéncia Nacional pelo
Ministério da Satide, através do despacho N¢6669,/2017, publicado em Didrio da Reptiblican®148/2017,
Sériell,de 2 de agosto de 2017.0 Laboratdrio de Trombose e Hemostase é qualificado para o diagndstico
de hemofilias e outros défices raros de fatores de coagulacao, doencas plaquetarias, doencas de

interacdo endotélio-plaqueta, inibidores de fatores e monitorizagao terapéutica (5,6).
1.2. Contextualizacao do estagio

O estdgio e o estudo de casorealizaram-se na Unidade de Trombose e Hemostase, na ULSSA, no
periodo compreendido entre 21de outubro de 2024 a 31de junho de 2025, completando um total de 492
horas. No decorrer do estdgio, tive a oportunidade de colaborar nas diferentes dreas do servico,
participando ndo sd na rotina didria do laboratdrio, como também em procedimentos que ocorrem

ocasionalmente.
1.3. Objetivos do Estagio

O periodo de estagio permitiu nao s aplicar na prdtica os conhecimentos obtidos durante o
Mestrado, principalmente na area da coagulacdo, relacionando os resultados obtidos com possiveis
diagndsticos, como também adquirir novos conhecimentos e desenvolver destreza na pratica e no
laboratdrio. Durante este periodo, foi possivel acompanhar as fases pré-analitica e analitica, bem como
executar o processamento e a analise de amostras destinadas ao estudo de coagulopatias, trombofilias

e a monitorizacao terapéutica.

2. Fase Pré-analitica

A colheita de sangue é o procedimento que permite obter a amostra de sangue a analisar e é
geralmente realizado através da puncao venosa. Nolaboratdrio de Trombose e Hemostase, nos doentes
seguidos em consultas de hipocoagulacao, é pratica habituala puncao capilar — esta técnica é usada para
a monitorizagao do valor da Razdo Normalizada Internacional (INR, do inglés International Normalized
Ratio). A puncao venosa € realizada em doentes com valores de INR usualmente alterados, ou para
confirmacao dos resultados da puncao capilar.

Para os estudos de coagulacao, a amostra recomendada é o plasma obtido por sangue total
colhido em tubo que contém 3,2% de citrato de sddio, um anticoagulante que inibe a cascata da

coagulacao, atuando como um agente quelante, que ao se ligar ao ido célcio bloqueia a sua atividade (7).



O calcio, também denominado fator IV, encontra-se armazenado nos granulos densos das plaquetas.
Apds a ativacao plaquetaria e consequente mudanca conformacional, chamada shape change o
contetido dos granulos é libertado para a corrente sanguinea, ativando a agregacao das plaquetas (8). 0
iao calcio facilita aligacao dos fatores de coagulagdao comos fosfolipidos das plaquetas, capacidade essa
que lhe é conferida pelo acido gama carboxiglutamico. Este aminodcido resulta da carboxilagao dos
residuos de acido glutamico pela vitamina K (7,9). Além disso, é essencial na formacao dos complexos
ativadores da protrombina e assim co-fator de vdrios fatores de coagulacdo (7). Para que a cascata da
coagulacao seja ativada e os testes laboratoriais possam ser executados, é necessdrio reverter a agao
do anticoagulante. Para isso, o cloreto de calcio, presente nos reagentes, é adicionado com o objetivo de
neutralizar o citrato de sddio previamente utilizado (8).

Apds a colheita, a amostra de sangue total é enviada para o Laboratdrio de Trombose e
Hemostase, onde se realiza aadmissao da amostra no sistema informatico. E fundamental comparar os
dados presentes no tubo com os apresentados no sistema e observar se a amostra respeita os cuidados
pré-analiticos nomeadamente o tubo como anticoagulante correto, a propor¢ao sangue/anticoagulante,
auséncia de hemdlise ou codgulo, hematdcrito, a fim de assegurar a fiabilidade dos resultados. No caso
dos testes da atividade anti-Xa, responsavel pela monitorizacao do tratamento comheparina, é também
importante verificar a hora da administracao do farmaco ao utente, uma vez que a colheita apenas pode
serrealizada 4 horas ap6s a tiltima toma (10). Na eventualidade de algumdos critérios pré-analiticos nao
ser respeitado, a amostra deve ser rejeitada no sistema informatico, registando de forma explicita a
causa da rejeicao, de modo a prevenir a repeticao da nao conformidades.

Apdsaadmissao no sistema, 0s tubos sao separados de acordo com o tipo de analise requisitada
e com a necessidade ou ndo de centrifugacao:

Amostras sem centrifugacao

Funcao plaquetdria (PFA-200®) - a centrifugacdo ndo é recomendada, uma vez que as
plaguetas seriam separadas do plasma ou poderia ocorrer ativacao, levando a perda de funcao,
comprometendo a validade do teste de funcao plaquetaria. Apds a colheita, o tubo de sangue total é
colocado num agitador antes da realizacdo da analise (11).

Amostras com centrifugacao

Todas as restantes amostras sao centrifugadas entre 1500-2000 rpm durante 15 minutos, a

temperatura ambiente (18-242C) (12)Posteriormente, cada amostra é direcionada para o equipamento

adequado de acordo com os testes solicitados.



Para o estudo de trombofilias e coagulopatias, o plasma obtido por centrifugacdo é separado e
distribuido por varias aliquotas e, em sequida congelado. Estas analises sao executadastodas as tercas
e quartas-feiras, respetivamente, dia designado para a realizacdo destes estudos.

As anadlises, como o teste de mistura, doseamento de inibidores, anticorpos anti-cardiolipina e
anti-B2GPI, analise da distribuicao dos multimeros do FvW, doseamento de ADAMTS 13 e avaliagaoda
capacidade do FvW de se ligar ao colagénio (FvW:CBA), ndo sao realizadas num dia especifico. Assim,
excetoemsituagdesurgentes —nas quais o teste é efetuado no préprio dia—, o plasma é congelado apds
a centrifugacao da amostra e 0s ensaios sao posteriormente realizados quando existir niimero suficiente

de amostras para preencher a capacidade total do equipamento.

3. Fase Analitica

A hemostase é uma sequéncia de eventos fisioldgicos responsavel por manter o sangue em
estadoliquido, por meio da acao dos anticoagulantes naturais e, simultaneamente, prevenir hemorragias
em caso de lesao nos vasos sanguineos, através da formacao de um tampao hemostatico, resultante da
conversao de fibrinogénio em fibrina (13).

Este processo envolve cinco componentes principais, que atuam em trés diferentes fases da
coagulacao, sendo elas a hemostase primdria, onde se forma o tampao plaquetario, hemostase
secundaria, no qual o tampao pré-existente é reforcado e a fibrindlise, fase onde o coagulo é dissolvido
de maneira a evitar possiveis fendmenos trombdticos (8).

A hemostase primdria (Figura 1) inicia-se aquando da lesdo dos vasos sanguineos, momento em
que o subendontélio é exposto e liberta a endotelina, que estimula a vasoconstricao, o colagénio e o fator
tecidular (FT), responsaveis pela ativacdo das plaguetas e o fator de von Willebrand (FvW), essencial na
adesao plaquetdria. As plaquetas, aderem-se ao endotélio do vaso e sao ativadas através da interacao
entre o colagénio, o FYW e a glicoproteina IB (GPIb). Consequentemente, ocorre uma alteracao na
conformacao plaquetdria, dd-se a expansao de pseuddpodes e libertacao do conteudo dos granulos alfa
e densos, como tromboxano Az (TXAz) e adenosine diphosphate (ADP), respetivamente, que
posteriormente vao recrutar mais plaquetas. Esta primeira etapa leva a agregacao das plaquetas e

resulta na formacao do tampao plaquetario (8,14).
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Figura 1- Representacao da hemostase primaria (15)

A fungao da hemostase secundaria (Figura 2) consiste emfortalecer o tampao plaquetdrio. Nesse
sentido, a cascatada coagulacao, dividida em via extrinseca e intrinseca, que converge numa via comum,
é ativada. Esta representa uma sequéncia de reacoes enzimdticas, onde existem substancias iniciais,
como o complexo FT-FVIlIa, que ativam sucessivamente outros fatores de coagulagao com o objetivo de
gerar trombina. A trombina, por sua vez, converte o fibrinogénio em fibrina, que envolve os agregados
plaquetdrios e estabiliza os tampdes primarios frageis em tampdes hemostaticos estaveis, com o auxilio

do fator FXIII (FXIII) (8,16).

(2) Phospholipid S
complex expression (3) Thrombin activation

(@) Fibrinjpolymerization
Tissue factor
AN N\

Fibrin

Figura 2- Representacao da hemostase secundaria (15)

Embora seja necessario um mecanismo rapido e eficiente que assegure a coagulacdo diante de
lesdes vasculares e que impeca a ocorréncia de hemorragias graves, é crucial que haja umequilibrio entre
os elementos pro-coagulantes e anticoagulantes, a fim de evitar a formacao excessiva de coagulos e
permitir a sua remocao apds a reparacao do dano. Esse equilibrio € mantido devido a existéncia de
inibidores dos fatores de coagulacao, dos quais os anticoagulantes naturais como a proteinaCe S, a
antitrombina (AT) e oinibidor da via do fator tecidular (TFPI), e da fibrindlise, a tiltima etapa da coagulacao
(817).

0 sistema fibrinolitico (Figura 3) é o processo responsdvel pela dissolucao do codgulo de fibrina

formado na hemostase secundaria e é autoreqgulador. E composto pelos ativadores do plasminogénio, do



tipo tecidual (t-PA) e uroquinase (u-PA), que convertem o plasminogénio em plasmina, elemento
responsavel pela degradacao da fibrina, e também por inibidores que impedem essa degradacao.
Nomeadamente, o inibidor do ativador do plasminogénio, a alfa 2-antiplasmina e o inibidor da fibrindlise
ativdvel pela trombina (TAFI), que fortalece o codgulo de fibrina ao dificultar sua degradacao pela
plasmina. Da destruicao da fibrina pela plasmina resultam os produtos de degradacao da fibrina (FDPs),

sendo que o mais conhecido é o D-Dimero (DD) (18,19).
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Figura 3- Representacao do sistema fibrinolitico (15)

Estas trés etapas principais, e todos os componentes do sistema hemostatico, sejam eles prd-
coagulantes ou anticoagulantes, devem estar constantemente em equilibrio, dado que, qualquer

instabilidade pode provocar fenémenos hemorragicos ou trombéticos (15).

Cascata da coagulacao

Existem duas abordagens distintas para a compreensao da cascata de coagulacao: o modelo
classico, que fundamenta grande parte da avaliacao laboratorial nos dias de hoje, e 0o modelo celular. A
diferenga central entre ambos reside na concecao temporal e funcional das vias de coagulacao. No
modelo cldssico, a via intrinseca, extrinseca e comum sao consideradas sequenciais e discretas, com
multiplos elementos ativadores ao longo da cascata. Em contraste, 0 modelo celular prop6e que as vias
nao sdo independentes, acontecemao mesmo tempo e o complexo fator tecidual-Fator VI (FT-FVI) é o
ponto inicial da cascata de coagulacdo. Além disso, neste ultimo modelo, a contribuicao das plaquetas é
significativamente mais proeminente do que no modelo cldssico (20)

Segundo o modelo classico, a via intrinseca desencadeia-se quando o fator XII (FXII) é ativado
por contacto com superficies carregadas negativamente. Esta ativacao € potencializada pela acao da
pré-calicreina, libertada na sequéncia da lesdo vascular, e pelo cininogénio de alto peso molecular

(HMWK), que facilita a ativacao do fator XI (FXIa) pelo FXlla, enquanto a pré-calicreina é convertidaem
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calicreina. O FXla, na presenca do célcio, promove a ativacao do fator IX (FIXa) por protedlise, que
consequentemente, sob influéncia do fator VIl ativado (FVIlla), converte o fator X (FX) em FXa. A via
extrinseca é desencadeada pela liberacao do fator tecidual (FT) por células lesadas, que, em presenca de
Ca?*, se liga aofator VI circulante (FVI1I), ativando-o0. 0 complexo FT-Vlla converte o FX em FXasobre a
superficie plaquetaria, integrando a coagulacao com a ativacao celular. A ativacao do FX por ambas as
vias levam a formacao do complexo protrombinase, constituido por FXa, fator V (FV) proveniente dos
granulos alfa plaquetarios, Ca®* e fosfolipidos, que inicia a via comum. Este complexo catalisa a
conversao da protrombina (fator II, FIl) em trombina, que, por sua vez, ativa o fibrinogénio (fator I, Fl),
promovendo a formacao de fibrina, elemento essencial para a estahilizacao do tampao hemostatico.
Finalmente, FXIIl transforma a fibrina soltivel em polimero insoldvel, ligando-a a alfa 2-antiplasmina e

protegendo o codgulo da fibrindlise mediada pela plasmina (21-23).
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Figura 4- Representacao esquemadtica das vias da cascata da coagulacao: via intrinseca (a esquerda), via
extrinseca (a direita) e via comum (ao centro, em baixo) (24)

3.1. Avaliacao laboratorial da coagulagao

No Laboratdrio de Tromhose e Hemostase, estao disponiveis diversos equipamentos para atender

aos pedidos de analises. A Tabela1apresenta a descricao dos parametros analiticos realizados em cada

equipamento.
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Tabela 1- Correspondéncia entre parametros analiticos e equipamentos (25-33)

Parametro Analitico Equipamento Metodologia
Tempo de Protrombina (PT)
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (APTT) | ACL TOP® 550 (Werfen) Coagulométrica
Teste de Mistura
PT
APTT
Fibrinogénio
D-Dimeros
Tempo de trombina (TT) o
. Coagulométrica
Tempo de reptilase (TR) o
. , L ACL TOP® 750 (Werfen) Cromogeénica
Pesquisa do anticoagulante Itipico (LA); .
Imunoldgica

Doseamento de fatores II, V, VII, VIII, 1X, X, XI
Pesquisa Proteina C (PC), Proteina S (PS) e
Antitrombina (AT)

Doseamento de Inibidores
Teste de Mistura
PT (com o reagente Thromborel® S)
APTT (com o reagente Actin® FS)
Doseamento fatores da via intrinseca
Interacao ristocetina e o fator de von Willebrand
(FvW:Rco); antigénio do FvW (FvW:Ag)

PS funcional

Coagulométrica
Cromogénica
Imunoldgica

CN-3000 (Sysmex)

Ensaio de agregacao
plaquetdria “in vitro”
ELISA

Avaliacao da fungao plaguetaria PFA-200® (Siemens)

Anticorpos anti-cardiolipina e anti-32GPI Triturus (Grifols)

Multimeros do FyW HYDRASYS 2 (Sebia) Eletroforese
ADAMTS 13 ACL AcuStar (Werfen) Quimioluminescéncia
FVW:CBA ACL AcuStar (Werfen) Quimioluminescéncia

Agregometria plaquetaria

Chrono-log Model 700

Quimioluminescéncia

0 equipamento ACL TOP® 550 é ideal para laboratdrios com um volume de amostras médio, e,
no caso do laboratdrio de Trombose e Hemostase da Unidade Local de Saude de Santo Antdnio, opera
em conjunto com o analisador maior desta familia, o0 ACL TOP® 750. A capacidade de processamento
deste equipamento é de até 240 testes por hora (34).

O equipamento ACL TOP® 750 é a versao mais robusta do ACL TOP® 550, permite analisar mais

de 270 amostras por hora e é indicado para laboratdrios com um alto volume de amostras (34)



0 método coagulométrico avalia o tempo necessario para o plasma coagular sob condicoes
controladas, apds a ativacao da cascata de coagulacao. Neste caso, o tempo de coagulagao é
determinado por turbidimetria, avaliando a mudanca na densidade 6tica da amostra. A turbidimetria
mede a diminuicao da transmissao da luz causada pela formacao de particulas, no caso codgulos, e
quantifica a luz residual transmitida (35)

0 método cromogénico baseia-se na atividade enzimatica de fatores especificos da coagulagao.
Utilizam o principio colorimétrico, medindo a absorbancia da luz gerada pela reacdo enzimatica. A
quantidade de luz que atinge o detetor e é convertida num sinal elétrico proporcional a atividade da
enzima (35)

0 método imunoldgico baseia-se na formacao de complexos antigénio-anticorpo e permite
determinar a concentracao de um analito numa amostra. A medicao € feitaapds mudanca nadensidade
Gtica, por turbidimetria (35).

A pesquisa do anticorpo lipico é realizada através do uso do kit de dRVVT, que possui dois
reagentes. O primeiro utilizado, dRVVT Screen, contémuma quantidade reduzida de fosfolipidos. Quando
entra em contacto com o plasma do doente, se este possuir LA, os anticorpos interferem na formacdo do
complexo protrombinase, prolongado o tempo de coagulacao. Ja o dRVVT Confirm, que é rico em
fosfolipidos, neutraliza o anticorpo fornecendo uma superficie aumentada para a ligacao do complexo
protrombinase, resultando numa diminui¢do do tempo de coaqulacao (36,37).

A quantidade da proteina C é medida através de um teste cromogénico, no qual o plasma é
incubado juntamente com um ativador da PC e, posteriormente misturada com um substrato
cromogeénico sintético. Apds a sualibertacao, é feitauma medicao espectrofotométrica, sendo onivel de
substrato diretamente proporcional a atividade da proteina C (69,70).

No doseamento da proteina S sao utilizados dois reagentes, C4BP Latex e Anti PS MAb Latex,
que contém um anticorpo monoclonal especifico contra a PS livre. A reacao entre esses reagentes
provoca aglutinacao, cujo aumento de turbidimetria é proporcional a concentracao de proteinas$ livre no
plasma. S 6 a forma livre é ativa (72).

No teste cromogénico utilizado para medir a antitrombina, o plasma é incubado com um reagente
que contém FXa e heparina em excesso. Quanto mais antitrombina estiver presente, mais FXa € inibido.
Depois da incubacao é adicionado um substrato cromogénico, com o qual o FXa residual ird reagir
libertando um composto colorido. A intensidade da reacao é inversamente proporcional a atividade da

antitrombina (41).



P.PORTO [

O CN-3000 é um analisador automatico de alto rendimento, que oferece uma ampla gama de
ensaios e consegue processar até 450 testes de PT por hora (26)

0 equipamento PFA-200® permite avaliar a funcao plaquetaria. Para que ocorra o teste, o
sistema exige que 800 pL de sangue total anticoagulado com citrato de sddio seja aspirado paraum
reservatorio presente nos cartuchos proprios, através de um capilar até uma membrana de teste. Essa
membrana encontra-se impregnada com agonistas plaquetdrios, no caso Colagénio/Epinefrina
(COL/EPI) ou Colagénio/ADP (COL/ADP), e simula a lesao vascular. Os agonistas, em contacto com o
sangue que é aspirado sob vacuo, estimulam a adesao, ativacao e agregacao das plaquetas, levando ou
nao, aformacao do codgulo. 0 momento exato emque o sangue coagula é chamado de tempo de oclusao
(61). Osvalores de referéncia dos cartuchos COL/EPI e COL/ADP sao, respetivamente 82-150 seqgundos
e 62-100 segundos. O tempo maximo para o qual o equipamento consegue fazer uma leitura sao 300
segundos, portanto, amostras que atingem esse limite sao registadas como 'no closure’, indicando que
nao ocorreu formacgao do tampao plaquetario (33,43).

A detecdo e quantificacdo dos anticorpos anticardiolipina (ACA) 1gG e/ou IgM, é feita através do
método de ELISA, utilizando uma cardiolipina altamente purificada e uma 32-glicoproteina | humana.
Quando a B2GPI interage com a cardiolipina, forma-se um complexo que expéem novos epitopos que
nao estaodisponiveis quando os dois elementos estao isolados. Os anticorpos reconhecemo complexo
e ligam-se a ele. As amostras sao adicionadas aos po¢os das microplacas que estao revestidas como
antigénio especifico. Caso o ACA estiver presente, liga-se ao antigénio e as partes que nao se ligaram sao
eliminas na lavagem. Depois sao adicionadas imunoglobulinas anti-humanas que se ligam ao complexo
antigénio-anticorpo, e, mais uma vez, as naoligadas sao eliminadas na préxima lavagem. A detecao dos
anticorpos é feita por uma reacao enzimatica que gera cor. O substrato Tetrametil Benzidina, de cor azul,
muda para amarelo apds a adicao de dcido. A intensidade da cor é proporcional a quantidade de
anticorpos presentes na amostra do paciente. Os resultados sao expressos em GPL/mL e MPL/mL (27).

Os anticorpos anti-32GPItém como alvos os epitopos especificos da 32-glicoproteinal humana,
que sd se tornam acessiveis quando a 2-glicoproteina | interage com membranas lipidicas ou quando
esta ligada a outras superficies, como por exemplo, a placa de microtitulacao(28). O principio do teste é
também semelhante ao que ocorre no teste dos anticorpos anticardiolipina, tendo apenas a diferenga do
antigénio impregnado na microplaca ser especifico para a g2-glicoproteina I(28).

A agregometria plaquetdria é realizada através de um teste que se baseia na adicao de diferentes

agonistas plaquetarios a plasma rico em plaquetas (PRP), despoletando a ativacao plaquetdria, a
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alteracao da estrutura das plaquetas e a agregacoes primaria e secundaria. Esse processo diminui a
absorcao de luz e aumenta a transmissao. Essa diferenca da transmissao de luz é detetada, e sao
geradas curvas de agregacao, permitindo avaliar diferentes vias de ativacao plaquetdria (32). Diversos
agonistas podem ser utilizados, de acordo com a suspeita do diagndstico e os resultados de testes
prévios, incluindo ADP, colagénio, ristocetina, epinefrina, acido araquiddnico, tromboxano, entre outros
(44).

A atividade da ADAMTS13 é avaliada através de umimunoensaio quimioluminescente, técnica na
qual hd emissao de luz resultante de uma reacao quimica, sem necessitar de uma fonte externa para ser
estimulada (30,45). 0 ensaio HemosIL AcuStar ADAMTS13 Activity da Werfen, ocorre em duas etapas:

1. A amostra € introduzida num cartucho que contém tampao de ensaio e particulas magnéticas
revestidas por um substrato recombinante, o peptideo VWF73 contendo local de clivagem

Tyr1605-Met1606. A ADAMTS13 presente na amostra, cliva esse substrato e, apds separacao

magnética e lavagem, é adicionado um anticorpo monoclonal marcado com isoluminol, que

reconhece o peptideo clivado;

2. Apds nova separacao magnética e lavagem, sdao adicionados dois reagentes despoletadores,

resultando numa reacao de quimiluminescéncia medida pelo sistema dtico ACL AcuStar (30).

O resultado é expresso em unidades relativas de luz (RLU), sendo que a intensidade de RLU é

diretamente proporcional a atividade de ADAMTS13 (30).
3.1.1. Estudo sumadrio da coagulagao
Tempo de Protrombina

O PT é um teste de rastreio que determina o periodo, em segundos, decorrido entre a adicao do
reagente composto por tromboplastina e calcio, e aformacao do coagulo. Permite detetaralteracdesna
via extrinseca e a via comum, uma vez que avalia os fatores II, V, VII, X e o fibrinogénio (46).

O PT possibilita a avaliacao da funcao hepatica, uma vez que o figado sintetiza alguns dos fatores
de coagulacao vitamina k dependentes avaliados neste teste, I, VII, X, controla a terapia anticoagulante
oral, principalmente a varfarina, um anticoagulante antagonista da vitamina K, e o diagndstico de
deficiéncias dos fatores de coagulagao, congénitas ou adquiridas (47,48).

Considerando a existéncia de grande variabilidade nos resultados de PT, a Organizacao Mundial

de Saude prop6so uso do INR, obtida pelarazao do valorde PT do doente porum PT controlo, elevado ao

N



indice de Sensibilidade Internacional (IS). O ISI é fornecido pela casa comercial. O calculo é realizado
automaticamente pelo aparelho(46).

O resultado é expresso em segundos (s), percentagem (%) ou INR. Os valores de referéncia
utilizados na Unidade de Trombose e Hemostase, no ULSSA, encontram-se entre 9 e 12,7 sequndos, para
o PT, e entre 0,82 e 1,15 referente ao INR. Importa notarque em certas circunstancias, como no caso do
doente possuir préteses cardiacas, os limites normais podem ser ajustados.

0 aumento dos valores de PT pode estar associado a deficiéncia de fatores de coagulacao da via
extrinseca ou vitamina K, insuficiéncia hepdtica, uso em excesso de anticoagulantes, inibidores
adquiridos de fatores de coagulacao, coagulacao intravascular disseminada (CID). Ja a diminuicao pode

indicar uma ma colheita da amostra ou administracdo intravenosa de FVII (49).
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado

O APTT determina o tempo de coagulacao a partir do momento em que o plasma da amostra
entra em contacto com o cdlcio, depois de incubar com reagente, constituido por fosfolipidos sintéticos
com um ativador por contacto, no caso silica. Este teste avalia os fatores da via intrinseca (FXII, FXI, FIX,
FVIII), comum (FI, FlI, FV, FX), e ainda a pré-calicreina e 0 HMWK. E igualmente Util na monitorizacao da
terapéutica com heparina e na detecao do anticoagulante lipico (50,51).

Os valores de referéncia variam entre 20,1 e 34,6 e expressam-se em segundos.

0 APTT encontra-se prolongado em casos de doenca de von Willebrand (DvW), hemofilia A
devido a deficiéncia de FVIIl e hemofilia B pela falta de FIX, doenca hepdtica com consequente reducao
da vitamina K, coagulacao intravascular disseminada, presenca de LA e sobredosagem de heparina,
considerando que o aumento do APTT é proporcional a quantidade do medicamento. A reducao do tempo

pode indicar que a colheita foi ma realizada ou que houve administracao de fatores (50).
Quantificacao do Fibrinogénio

O fibrinogénio, ou Fator |, é uma glicoproteina da via comum da cascata de coagulagao que, ao ser
clivada pela trombina da origem a fibrina, elemento responsavel pelo refor¢o do tampao hemostatico no
fim da hemostase secundéria (52).

Este fator é quantificado através do método de Clauss, que consiste na avaliacao da formacao de
fibrina apds diluir a amostra, e acrescentar um reagente que contémtrombina em excesso. Este excesso

leva a que a velocidade da reacao dependa apenas da concentracao do fibrinogénio. Posteriormente, o
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resultado é comparado com uma curva padrao de plasmas com concentracdes conhecidas de
fibrinogénio (53).

No laboratdrio, o intervalo de normalidade situa-se entre 1,66 a 3,53 g/L.

O fibrinogénio desempenha um papelimportante na avaliacao de doencas como a CID, disfuncao
hepatica, quadros inflamatdrios, visto ser uma proteina de fase aguda, e neoplasia malignas.
Concentracoes elevadas podem significar aumento de risco de doencas cardiovasculares, enquanto a

sua diminuicdo pode estar associada a CID ou a terapéutica antitrombadtica (53).
Tempo de Trombina

A semelhanca do fibrinogénio, o TT também estuda a parte final da cascata da coagulacao,
medindo o tempo de formacao do coagulo desde a adi¢ao de trombina ao plasma do doente. Avalia a
conversao do fibrinogénio em fibrina, sendo um teste quantitativo e também qualitativo (54).

Os valores de referéncia deste teste encontram-se no intervalo de 13,8 a17,5 segundos.

0 tempo de trombina é sensivel a heparina, pelo que o aumento do TT pode estar associado a
administracdo do anticoagulante parentérico, assim como a disfibrinogenemia, situacao onde a estrutura

ou funcao do fibrinogénio é modificada, deficiéncia de fibrinogénio ou niveis elevados de FDP's (55).
Tempo de Reptilase

O TR é um ensaio de coagulacao semelhante ao tempo de trombina, que utiliza uma enzima
derivada da vibora Bothrops atrox, a batroxobina, para converter o fibrinogénio em fibrina(56).

Em virtude de ser independente de distdrbios na geracao de trombina ou na sua a¢ao sobre o
fibrinogénio, o TR é ideal para diferenciar prolongamentos do TT causados por heparina de deficiéncias
no fibrinogénio. Assim, quando o TT esta prolongado, mas o TR se mantém normal, indica que a heparina

é a causa da dificuldade na conversao da fibrina(56).
D-Dimeros

A ultima etapada cascata de coagulagao consiste no reforco dotampao hemostdtico pelafibrina
e FXIII. Contudo, quando o codgulo deixa de ser necessario, precisa de ser degradado para permitir a
restauracao do fluxo sanguineo normal, dandoinicio a fibrindlise. Os ativadores do plasminogénio, u-PA
e t-PA, convertemo plasminogénio em plasmina, que depois dissolve o codgulo, originando produtos de

degradacao da fibrina, entre os quais os D-dimeros (57).
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O teste dos DD apresenta alta sensibilidade e elevado valor preditivo negativo, permitindo
praticamente excluir doenca quando o resultado é negativo, desde que avaliado em conjunto com a
informacao clinica (57,58).

Para os DD, a medicao € realizada por meio do ensaio imunoturbidimétrico e pelo reagente
HemosIL® D-dimer HS 500 (59).

Podem ocorrer valores elevados em presenca de trombose venosa profunda (TVP), embolia
pulmonar (EB) e CID, acidente vascular cerebral (AVC), COVID-19 e mordida por cobra venenosa. Ha
outras situacdes nas quais os niveis de D-dimero podem aumentar sem estarem associados a uma
doenca, como € o caso da gravidez, tabagismo, idade avancada, uso de contracetivos orais, doencas

autoimunes, entre outras(57).
3.2. Estudo de coagulopatias

Coagulopatia é o termo utilizado para todas as alteracoes ou disturbios da hemostase. Podem
manifestar-se naforma hemorrdgica ou naforma trombdtica, se desencadearema formacao excessiva
de coagulos. Tambémpodem ser classificadas como congénitas ou adquiridas, dependendo do momento

em que a doenca se manifesta (60).
3.2.1. Patologias hemorragicas

Sindrome de Bernad-Soulier

A sindrome de Bernard-Soulier (BSS), também conhecida por Distrofia Trombolitica
Hemorragica, é uma condicao genéticarara, que provoca o défice ou disfuncao do complexo GPIb-I1X-V.
Este complexo encontra-se na superficie das plaquetas e é essencial paraa adesao plaquetaria,umavez
que a sua principal funcdo é ligar-se ao fator de von Willebrand, e iniciar uma cascata de sinalizagao que
ativaa integrina plaquetaria GPIIb-Illa, promovendo a agregacao plaquetaria. Contribui para a formacao
do codgulo devido a sua ligacao a trombina (61).

A mutacao nos genes que codificam o complexo GPIb-1X-V pode provocar redugao da ativagao
das plaquetas, comprometimento da adesao plaquetdria e, consequentemente, capacidade inadequada
de formacao do coagulo (61).

Os principais sintomas da BSS sao epistaxise, equimoses, hemorragia cutaneo, hemorragia
cerebral apds traumatismo craniano, hemorragia prolongado apds procedimentos dentarios e

menorragia em mulheres, mas também pode ocorrer hemorragia gastrointestinal e hematdria (61).
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Do ponto de vista laboratorial, a sindrome é caracterizada por trombocitopenia, plaquetas
gigantes, tempo de hemorragia prolongado, valores de PT e APTT dentro dointervalo de referéncia, visto
que a BSS nao afeta os fatores de coagulacao. Ja no teste de agregometria plaquetaria apresenta uma
resposta normal ao colagénio e ao ADP, e reduzida para a ristocetina, um antibidtico que induz e testaa
ligacao do complexo GPIb-IX-V ao FvW (61,62).

A agregometria plaquetdria, apesar de ser um procedimento demorado, continua a ser utilizada

para avaliar a funcdo plaquetaria in vitro, e é executado no equipamento Chrono-log Model 700 (32).

Trombastenia de Glanzmann

A trombastenia de Glanzmann (GT) é um distdrbio hemorragico congénito resultante do defeito
ou deficiéncia da integrina plaquetdria GPIlb-llla. Apds a ativacao das plaquetas, a GPIIb-llla assume a
sua configuracao ativa e liga-se ao fibrinogénio, permitindo a agregacdo plaquetdria e,
consequentemente, a hemostase primaria. Se aintegrina nao for funcional ou nao estiver em quantidade
suficiente, o fibrinogénio ndo se consegue ligar as plaquetas, podendo resultar em hemorragia (63).

Os sinais clinicos da GT sao semelhantes aos da BSS: epistaxise, hemorragia gengival,
menorragia nas mulheres, hemorragia gastrointestinal e, ainda que raramente, hemorragia intracraniana
(63,64).

Emrelacao aos achados laboratoriais, a contagem de plaquetas usualmente dentro do intervalo
de referéncia, em casos de hemorragia grave pode haver diminuicdao da hemoglobina e aumento da
amplitude de distribuicao das hemdcias devido a deficiéncia de ferro. Os testes de coagulacao, PT e
APTT, encontram-se geralmente dentro dos valores de referéncia, o teste de funcao plaquetaria (PFA)
apresenta tempo de oclusao prolongado, >300 segundos, e, enquanto a agrega¢ao com a ristocetina
apresenta uma resposta normal, quase todos os agonistas tem uma agregacao diminuida,

principalmente o colagénio, que depende do complexao fibrinogénio—GPIIb/Illa para se ativar (32,44,64).

Doenca de von Willebrand
A doenca de von Willebrand (DvW) é a patologia hemorragia congénita mais comum e é causada
por defeitos na concentracao, estrutura ou funcdo do fator de von Willebrand (FvW) (65). O FvW é uma
glicoproteina multimérica responsavel por mediar a adesao e agregacao plaquetaria, desempenhando
assim um papel crucial na hemostase. E sintetizada nas células endoteliais e nos megacariécitos e
armazenada nos granulos alfa das plaquetas (65). Apds a lesao vascular, o FvW liga-se ao colagénio,

bem como ao complexo GPIb-I1X-V, recrutando novas plaquetas. Apds a adesao plaquetaria, a integrina
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GPIIb-llla colabora com o FvW na formagao do tampao, por meio daligacao ao fibrinogénio. Além disso,
o FvW funciona como proteina transportadora do FVIII, protegendo-o da degradacao no plasma (64,65).
Existem 3 tipos diferentes da DvW, subdivididos em:
« Tipo 1: défice quantitativo no qual ha uma deficiéncia parcial do FvW. Tipo de DvW mais

frequente, ocorrendo em 70-80% dos doentes;

« Tipo 2:défice qualitativo, onde o FvW é disfuncional. Corresponde a cerca de 20% dos casos

desta doenca.

2A: ocorre um defeito na multimerizacao devido a auséncia ou diminuicao dos
multimeros de alto peso molecular, resultando na reducao da adesao plaquetdria
(65,66);

2B:resulta na ligacao aumentada ao recetor plaquetario GPIb e maior sensibilidade a
ativacao pela ristocetina, provocando a ligacao espontanea do FvW as plaquetas,
mesmo sem estimulo vascular, o que resulta no aumento da agregacdo e diminuicao das

plaguetas circulantes (67);

2N:a alteracao funcionaldo FvWimpede a sualigacao ao FVIII, resultando na eliminacao
acelerada deste fator e na reducao de seus niveis plasmaticos, o que pode levar a uma

apresentacao clinica semelhante a hemofilia A (68);

2M: caracterizada pela ligagao defeituosa a glicoproteina GPIb ou colagénio, sem haver

deficiéncia de multimeros de alto peso molecular (66)
« Tipo 3: défice total de FvW (65)

Todos os tipos de DvW resultam num fenétipo hemorragico, devido ao papel essencial do FYW
na hemostase primaria e secunddria. Os sintomas mais comuns sao hematomas abundantes,
hemorragia orofaringea, menorragias nas mulheres, epistaxise, hemorragia articular, gastrointestinal,
entre outros(65).

Nos exames de rastreio, 0 hemograma, o PT e o APTT demonstram normalmente valores dentro
do intervalo de referéncia. Em casos mais graves o APTT pode estar prolongado e pode ocorrer
trombocitopenia no tipo 2B (65). Para avaliar a capacidade de ligacao do FvW as plaquetas, realiza-se o

teste de funcao plaquetdria (PFA), que apresenta tempo de oclusdo prolongado em casos de DvW (51).
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O PFA é realizado no equipamento PFA-200® da Siemens Healthineers e torna possivel avaliar
a funcaodas plaquetasem condic6es de pressao, semelhante ao que acontece nos vasos sanguineos, e
também detetar dificuldades na adesao e agregacao plaquetdria (33).
Apds os exames de screening, é necessario realizar testes mais especificos para classificar o tipo
de DvW, nomeadamente a determinacao de:
e FvW:Ag:mede a quantidade de FvW no plasma por métodos imunoldgicos, independentemente
de este se encontrar funcional ou disfuncional. E itil para diferenciar o tipo 1do 2, sendo que o tipo

1apresenta uma razao FvW:Rco/FvW:Ag normal e o tipo 2 uma razao de <0,7.

o FvW:FVIIIB: usado para a determinacao quantitativa da capacidade de ligacao do FvW ao FVIIl.

Uma capacidade inferior a 20% sugere DvW tipo 2N;
e FvW:Rco: baseia-se na interacao induzida pela ristocetina entre o FvW e a glicoproteina GPIb;

o FvW:CBA: avalia a capacidade do FvW se ligar ao colagénio e deve ser realizada em casos de

suspeita de DvW tipo 2A, 2B ou 2M;

e FVIII:C: mede a atividade funcional do FVIII e permite avaliar como o distdrbio do FvW interfere

na sua estabilidade.

A combinacao dos resultados obtidos em cada parametro permite classificar a DvW, conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2- Alteraces laboratoriais associadas aos subtipos da Doenca de von Willebrand (70)

Ensaio Valores normais Valores diminuidos
FVW-RCO Individuos sem doenca DvW tipo 2A e 2B
' DvW tipo 1 Maioria dos casos de DvW tipo 2M

Individuos sem doenca
FVW:CBA/Ag DvW tipo 1
Maioria dos casos de DvW tipo 2M

DvW tipo 2A e 2B
Alguns casos de DvW tipo 2M

Individuos sem doenca

' ' DvW tipo 1 DvW tipo 2N
FVIIC/FvW:Ag Maioria dos casos de DvW tipo 2 Hemofilia A
(2A, 2B, 2M)
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o A aglutinacao plaquetaria induzida pela ristocetina, denominado RIPA, possibilita a identificacao ou
exclusao de altera¢es na atividade plaquetaria induzida por ristocetina resultantes de mutacées de

ganhode funcaonosgenesdo FvW ou GPIB, ambos comhipersensibilidade aristocetina. Aglutinacao

em concentracoes baixas de ristocetina sugere DvW tipo 2B.

e Aanalise dos multimeros do FvW permite analisar a distribuicao dos seus diferentes tamanhos. Nos
tipos 2A e 2B observa-se alteracao dos multimeros, enquanto no tipo 2M estes sdo normais (65,69-
71).

Os monomeros de FvW, que possuem um peso molecular de aproximadamente 250kDa, ligam-
se por pontes dissulfeto, dando origem a multimeros cada vez maiores. Os multimeros sao classificados
de acordo com o seu peso molecular, baixo, médio e alto, podendo variar entre 500 a 20000 kDa (29).

O FvW é libertado para corrente sanguinea a partir dos granulos alfa, sob a forma de multimeros
de alto peso molecular (HMWM). O potencialhemostatico e trombogénico dos multimeros é diretamente
proporcional ao seu tamanho, uma vez que, quanto maiores forem, mais sitios de ligacao ao colagénioe
as plaquetas possuem. Contudo, 0s HMWM sao clivados pela protease plasmatica ADAMTS13, em
multimeros menores, com menor potencial hemostatico (29).

A andlise da distribuicdo dos diversos multimeros do FvW é realizada através de eletroforese a
base de gel de agarose e imunofixacao, no equipamento HYDRASYS 2 da empresa Sebia. O analisador
multifuncional HYDRASYS 2 SCAN FOCUSING realiza a migracao, lavagem, coloragdo e leitura de forma
integrada e automatica, de modo a quantificar as fracoes de proteinas. Os kits utilizados sao fornecidos
pela casa comercial, e existe a opcao de kit com 5 amostras e outro com 11 (72).

Os resultados dessa andlise sao apresentados como um conjunto de bandas correspondentes

aos diferentes multimeros, chamado perfil de bandas de multiméricos (Figura 5) (29).

HMW

1 2 3 4

Figura 5- Padroes de andlise de multimeros plasmdticosdo FVW: Tira1e 4- plasma normal; Tira 2- DvW tipo A;
Tira 3- DvW tipo B (73)
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A avaliacao dos multimeros do FvW permite saber que:

e Perda de multimeros de alto e intermédio peso molecular: estd associado a DvW tipo 2A, 2B ou

tipo plaquetario;

e Semperdade multimeros de alto e intermédio peso molecular: ocorre na DvW do tipo 1,2M, 2N ou

emindividuos sem DvW:;

e Amostras sem qualquer FvW: classifica a DvW em tipo 3 (70)
Hemofilia A

A Hemofilia A é uma doenca hemorragica hereditdria ligada ao cromossoma X, causada pela
deficiéncia do fator VIII, e é o tipo de hemofilia mais comum. Este fator atua na via intrinseca da
coagulagao e é responsdvel por ativar o FX, etapa fundamental para a formacao da trombina e,
consequentemente, da fibrina (74)

Por estar ligada ao X, a doenca afeta predominantemente os homens, embora as mulheres
possam ser portadoras assintomaticas (74).

A severidade da hemofilia A depende da quantidade de fator VIII presente, sendo classificada
como leve quando hd entre 5% e 40% de atividade, moderada entre 1% e 5% e grave quando o fator é
inferior a 1% (75).

A hemofilia grave geralmente manifesta-se nos primeiros meses de vida, ocorrendo sintomas
como hemorragia intracraniana espontanea em recém-nascidos, hemorragia excessivo apds
circuncisao, hemartrose dolorosa ndo traumatica, equimoses inexplicaveis e hemorragias
musculocutaneas apds vacinagao intramuscular. Em adolescentes e adultos, a hemartrose é a
manifestacao mais comum. Episédios recorrentes de hemorragias articulares podem resultar em
artropatia hemofilica, uma lesao crdnica e dolorosa que compromete a qualidade de vida. A hemorragia
intracraniana é a complicacao mais grave, podendo causar sequelas neuroldgicas graves e permanentes
(74).

Laboratorialmente, a hemofilia A caracteriza-se por um hemograma e PT normais, com APTT
prolongado. O doseamento do FVIII é crucial para o diagndstico, apresentando niveis reduzidos
proporcionalmente a gravidade da deficiéncia. Juntamente com o doseamento, tamhém é necessario
realizar um teste de mistura, de modo a perceber se a diminuicao do FVIIl acontece realmente devido a

deficiéncia do fator ou pela presenca de um inibidor (74,76).
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Na unidade de Trombose e Hemostase, o FVIII é doseado no equipamento CN-3000 da Sysmex.

Hemofilia B

A Hemofilia B é a sequnda forma mais comum de hemofilia e € causada por uma mutagao no gene
F9, que resulta na producao insuficiente do fator IX. A mutacao pode estar ligada ao cromossoma X ou
pode ocorrer com uma mutacdo de novo (77).

Tal como na hemofilia A, a deficiéncia de fator provoca uma ineficiéncia da via intrinseca da
cascata da coagulacdao, comprometendo a formacao da rede de fibrina e o reforco do tampao
hemostatico (77)

Na hemofilia grave, onde os doentes tém menos de 1% de atividade de fator, as hemorragias
surgem nos primeiros meses de vida, podendo surgir apds circuncisao, vacinacao oulesoes naboca. Ao
longo do crescimento, sistema nervoso central, trato gastrointestinal, articulacdes, boca e musculos
tornam-se locais comuns de hemorragia. Na hemofilia moderada, os niveis de fator encontram-se entre
1e 5%, e as hemorragias ocorrem apds trauma, lesao, procedimentos odontoldgicos ou cirurgias. Nos
casos leves de hemofilia B, o FIX apresenta uma atividade entre 5 e 40% e o hemorragia espontaneo é
raro, ocorrendo geralmente apenas apds traumas significativos ou cirurgias (77)

Através de testes laboratoriais, sabe-se que normalmente o hemograma e o PT encontram-se
normais e haum prolongamento do APTT. Quando o doseamento do FIX mostra uma atividade inferior

a 40% o diagndstico é praticamente confirmado (77).
Hemofilia Adquirida

A hemofilia adquirida é uma doenca hemostatica autoimune rara causada pelo desenvolvimento
de autoanticorpos, geralmente contra o FVII, mas também podem ser dirigidos a outros fatores de
coagulagao. Ao contrdrio das hemofilias congénitas, os inibidores da hemofilia adquirida surgem
espontaneamente, sem exposicao prévia ao fator. Emvez de neutralizarem totalmente o fator, como nas
hemofilias A e B, 0s autoanticorpos inibem o fator progressivamente (78,79).

Este disturbio manifesta-se maioritariamente em adultos, semafetar um sexo especifico, e pode
surgir devido a doencas autoimunes, estado pds-parto, doencas hematoldgicas ou oncoldgicas, doencas
dermatoldgicas, medicacao, doencas infeciosas, complicacées relacionadas com transplante, doencas

gastrointestinais e pulmonares (78).

20



A doenca caracteriza-se por equimoses extensas e dolorosas, hemorragias nas mucosas,
hemorragias internas sem histdrico prévio, hematomas musculares, gastrointestinais, na prdstata e
pulmao, e podem provocar anemia devido a perda de sangue (78,79).

As andlises laboratoriais revelamuma contagem de plaquetas e PT normal, enquanto o APTT se
encontraaumentado 2 a 3 vezes emrelacao ao seu valor normal. Apds a realizacao de teste de mistura,
0 APTT ndo normaliza, sugerindo a presenca de uminibidor. E importante dosear o anticoagulante Itipico,
uma vez que ele causa prolongamento do APTT que ndo corrige no teste de mistura. Os autoanticorpos
contra o FVIII sao os mais comuns, sendo por isso necessaria a avaliagao da atividade funcional deste
fator, FVIII:C, que estara reduzida em relacao aos valores normais (78,79)

Por fim, é necessario quantificar a poténcia do inibidor, através do teste de Bethesda, onde o
plasma do doente é misturado com um plasma de controlo e diluido sucessivamente. Apds incubacgaoa
37°C durante 2 horas, a atividade do FVIIl é novamente medida, sendo esperado que aumente
progressivamente com as diluicdes, pois o plasma de controle também contém FVIIl e o inibidor ndo
consegue neutralizar todo o fator. A quantidade de inibidor, expressa em unidades Bethesda,

corresponde a diluicao do plasma do paciente capaz de reduzir em 50% a atividade do fator VIII (79).
Teste de Mistura

0 teste de mistura consiste em combinar o plasma do paciente com plasma normal padrao. E
indicado em casos de prolongamento inesperado dos testes de coagulacao, como o PT e 0 APTT, para
auxiliar na identificacao da presenca de inibidores ou deficiéncia de fatores (76).

Em geral, misturam-se os dois plasmas num tubo, numa proporcao de 1:1, utilizando-se
aproximadamente 200 pL de cada - mix. Também se prepara um tubo com 400 pL de plasma padrao
normal, que funciona como controlo positivo, permitindo comparar os resultados com os da mistura
contendo o plasma do doente, e assimdeterminar se ocorreu correcao do tempo de coagulacao. O plasma
normal padrao é preparado na Unidade de Trombose e Hemostase, e provém das dadivas de sangue.
Idealmente, o plasma devera provir de no minimo 20 dadores, com niveis de fator e contagem de
plaquetas normais (76).

A mistura é submetida aos mesmos testes que anteriormente apresentaram resultados
anormais, e pode ser imediatamente testada ou pode ser incubada a 37°C durante 2 horas, e
posteriormente analisada. No caso de suspeita de alterac6es no FVIIl, a mistura deve ser sempre

incubada, visto que a atividade do FVIIl é dependente de tempo e temperatura (76).
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Na unidade de Trombose e Hemostase, a existénciade correcao é avaliada comparando o tempo
do teste de coagulacao do mix com plasma normal padrao. Se a diferenca entre os dois for inferior a 8
segundos, indica deficiéncia de fator, se for superior a 8 segundos, sugere a presenca de um inibidor
contra o fator (76).

Se houver deficiéncia na quantidade de fator, a mistura gera um resultado normal, pois o plasma
normal padrao fornece quantidade suficiente do fator para compensar o que esta em falta. No caso de
estar presente um inibidor, o resultado continua anormal, visto que atua tanto no plasma do paciente

como no normal (76).
Doseamento de Inibidor

O teste de Bethesda foi desenvolvido para detetar e quantificar o titulo de aloanticorpos de FVIII
em pacientes com hemofilia A congénita, mas também é util no diagndstico de autoanticorpos contra o
FVIlilem casos de hemofilia adquirida. Além disso também pode identificar inibidores de outros fatores
de coagulacdo (80).

Este ensaio é realizado quando, apds o teste de mistura, o tempo de coagulacdo nao corrige,
sendo porisso necessario avaliara quantidade de fator que é inibido pelo anticorpo. Para tal, é necessdrio
o plasma do doente, plasma normal, que serve como fonte de fator de coagulagao, e uma solu¢ao tampado,
como o fator diluente, usada nas diluicées (79).

O procedimento deste teste encontra-se no anexo 1.

Os valoresempercentagemde FVIIl e asrespetivas diluicoes sao colocados num grafico, através
do qual surge uma curva de calibracao que nos permite perceber qual a unidade Bethesda do inibidor.

Tunidade Bethesda é definida como a quantidade de inibidor que neutraliza 50%do FVIII, ou seja,
a diluicao que na curva de calibracao corresponde a 50% de FVIII corresponde a 1 unidade Bethesda

(79,80).
3.2.2. Patologias Trombdticas
Deficiéncia da Proteina C

A deficiénciada proteina Cconsiste num disttirbio incomum emque a atividade da proteina C, uma
protease plasmatica dependente de vitamina K, encontra-se reduzida (39).
A proteina C ativada, forma ativa da proteina C (PC), regula negativamente a coagulacao ao clivar

e inativar os fatores de coagulacao V e VIII. A sua caréncia, compromete ainativacao desses fatores,
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levando a producao descontrolada de trombina e, consequentemente, codgulos sanguineos -
trombofilia. Além disso, desempenha papel na requlacao da inflamacao e sépsis (39).

A condicao pode surgir de forma congénita, através de mutagdéesnogene PROC que resultamem
niveis reduzidos de PC ouem perda de funcionalidade. Trata-se de uma condi¢ao genética autossémica
dominante, na qualindividuos homozigotos para a mutacao apresentam sintomas com poucos meses de
vida e manifestam formas mais graves da doenca, como pdrpura fulminante (PF) e coagulacao
intravascular disseminada (CID). A PF causa trombose de pequenos vasos, resultando em necrose
cutdnea e subcutanea. A doenca pode igualmente manifestar-se por causas adquiridas, associadas
geralmente a hepatopatias, a terapéutica anticoagulante oral e a coagulagao intravascular disseminada
(39)

Os sintomas, em deficiéncias moderadas, podem nao surgir até a adolescéncia. Contudo,
episddios de tromboembolismo venoso (TEV), incluindo trombose venosa profunda (TVP), embolia
pulmonar (EP), além de predisposicao a CID, AVC e trombose associada a gravidez, podem ser

recorrentes (38,39).
Deficiéncia da Proteina S

A deficiéncia da proteina S é uma condi¢ao muito pouco frequente caracterizada pela diminuicao
da atividade dessa proteina dependente da viamina K, que circula no plasma em baixas concentracgoes.
A proteina S (PS) desempenha um papel crucialna regulacdo da coagulacao, nos processos inflamatdrios
e na apoptose, e é cofator da proteina C ativada. Portanto, a sua deficiéncia pode levar a formacao
excessiva de codgulos, aumentando o risco de tromboembolismo venoso (TEV) (81).

Este disturbio pode ser de origem hereditdria ou adquirida. A deficiéncia congénita de proteina S
ocorre devido a mutagdes no gene PROST. Assim como a proteina C, a deficiéncia de proteina S é uma
condicao autossémica dominante que pode causar purpura fulminante emrecém-nascidos. A deficiéncia
adquirida geralmente estd associada a doenca hepdtica, sindrome nefrética ou deficiéncia de vitamina K
(81).

A proteina S circula no plasma em duas formas: PS livre (40%) e ligada a proteina transportadora
da fracao C4b do complemento C4bBP (60%), estando em equilibrio dinamico(40).

Os niveis da proteina S podem ainda ser afetados por terapias com antagonistas da vitamina K,
lipus eritematoso sistémico, distirbios mieloproliferativos, CID, uso de anticoncecionais orais. Estes

dltimos e a gestacdo poderdo estar associados a um risco maior de TEV(81).
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As manifestagdes clinicas mais frequentes sdo trombose venosa profunda (TVP), embolia

pulmonar (EP) e predisposicao para CID. Ocasionalmente, também pode surgir trombose cerebral,

visceral ou em veias axilares e ainda perdas fetais nas mulheres (81).

Deficiéncia da Antitrombina

A deficiéncia da antitrombina, ainda que rara, é considerada a mais grave dos disturbios
relacionados com anticoagulantes naturais. A antitrombina (AT) é o principal regulador da coagulacdoe
inibe a trombina e todas as proteases procoagulantes, Flla, FIXa, FXa, FXlla e o FVIla quando ligado ao
fator tecidual (82).

Talcomo nas outras patologias trombéticas, a deficiéncia da AT pode ser de origem congénita ou
hereditaria. 0 AT é codificado pelo gene SERPINCI, e as muta¢oes causam dois tipos de deficiéncia: o tipo
1, caracterizado por defeito quantitativo; e o tipo 2, onde a AT tem a sua funcao comprometida. Os
doentes afetados sao geralmente heterozigotos, visto que a homozigotia implica baixa probabilidade de
sobrevivéncia, provocando tromboses neonatais (82).

A escassez de AT provoca uma significativa heterogeneidade clinica, dependo de fatores
ambientais, tipo de deficiéncia e fatores genéticos. Contudo, € comum ocorrer TVP e EP, sintomas

habituais das trombofilias (82).
Sindrome Antifosfolipidico

A sindrome do anticorpo fosfolipidico € uma doenca autoimune sistémica caracterizada por
trombose arterial e/ouvenosa e complicacdes na gravidez, associadas a mecanismos trombéticos e
inflamatdrios mediados por anticorpos antifosfolipidicos (aFL). Esta sindrome encontra-se
frequentemente associada ao lipus eritematoso sistémico (LES) (83,84).

Os aFL sao autoanticorpos dirigidos contra fosfolipidos ou complexos fosfolipido-proteina,
particularmente aqueles que contém a p2-glicoproteina | (32GPI) (84). A 32GPI regula a coagulacao,
reduzindo a geracao de trombina em situacdes que favorecem a trombose, e inibindo a ativacao da
proteina C. Alémdisso, exerce um papelimportante na regulacao da ativacao e agregac¢ao das plaquetas
(85). Os aFL podem ser anticorpos:

e Anti-32GPI: dirigidos contra a 32GP!;

e Anticoagulante lipico: associado ao LES que atua contracomplexos de fosfolipidios e proteinas,

como a protrombina e g2-glicoproteina | (86);
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e Anticardiolipina: a cardiolipina € um fosfolipido, componente da membrana mitocondrial. A

ligacdo de anticorpos anticardiolipina aos fosfolipidios provoca ativacao plaquetaria (87).

A SAF tem como manifestacgoes clinicas mais comuns o TEV, AVC, abortos precoces recorrentes
ou perdas gestacionais tardias, manifestacdes dermatoldgicas, comprometimento renal entre outras.
Embora raro, também pode ocorrer SAF catastrdfica onde ha comprometimento de varias drgaos e
trombose generalizada (83,88).

Laboratorialmente, observa-se o aumento do APTT, frequentemente acompanhado de
trombocitopenia, anemia e proteindria, refletindo o caracter sistémico da sindrome. Para o diagndstico,
inicia-se com o Tempo de Veneno de Vibora Russell Diluido (dRVVT), destinado a identificar a presenca
do anticoagulante ldpico (LA) (36,83,88)

0 dRVVT é um ensaio que permite a detecao do anticoagulante ldpico, um anticorpo associado a
alteracoes na coagulacao do sangue, como a SAF. O veneno da vibora Russel contém uma enzima que
ativa diretamente o FX no inicio da via comum. Sendo assim, 0 dRVVT nao é afetado por défices de
fatores da via intrinseca e extrinseca, uma vez que nao necessita deles para que a via comum ocorra.
Uma vez ativado, o FXa, na presenca de fosfolipidos, cdlcio e do FVa, converte a protrombina em
trombina. A trombina, por sua vez, transforma o fibrinogénio em fibrina, promovendo a coagulagao
(36,37).

Caso os tempos de coagulacao do dRVVT Screen e Confirm estejam prolongados, deve-se
realizar um teste de mistura para despistar deficiéncias de fatores ou inibidores. E de notar que o uso de
antagonistas da vitamina K (VKA) pode gerar resultados falso-positivos (36,37).

Adicionalmente, podem ser realizados ensaios imunoenzimdticos (ELISA) para detetar
anticorpos anticardiolipina e anti-B2GPI, utilizados como testes complementares para confirmacao
diagndstica (87).

Na unidade de Trombose e Hemostase, este ensaio é realizado no equipamento Triturus da

Grifols.
Purpura Trombocitopénica Tromhética

A purpura trombocitopénica trombdtica (PTT) é um distirbio raro que ocorre devido a diminuicdo
ou deficiéncia totalda protease ADAMTS13, tanto por causas congénitas como por adquiria. Esta enzima
é responsavel por fragmentar os multimeros de alto peso molecular do FvW, sendo que, quando esta em
niveis baixos pode levar a formacao de microtrombos, causando isquemia e lesao em diversos érgaos

(89,90)
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A PTT adquirida é a mais comum e resulta do desenvolvimento de autoanticorpos, que podem
estar associados ao uso de medicacao antiplaquetaria, agentesimunossupressores, HIV, contracetivos
orais ou gravidez. Os individuos com estes autoanticorpos, normalmente permanecem assintomaticos
até que um evento como infecdo ou gravidez desencadeie a condigao (89).

Os principais 6rgaos afetados pela PTT sao o sistema nervoso central e os rins. A anemia
hemolitica microangiopatica, juntamente com febre, trombocitopenia, disfuncao renal e neuroldgica sao
as principais caracteristicas deste distuirbio (89).

A PTT é uma situacdo onde ha risco de vida devido a alta taxa de mortalidade de cerca de 90%.
Dai ser necessario um diagndstico rapido (89).

Em termos de avaliacao laboratorial, inicialmente sdo realizados os exames de PT e APTT.
Quando ha suspeita de PTT é feita a quantificacao da atividade da enzima ADAMTS13. Além disso, o teste
de mistura paraa ADAMTS13 é (til, pois auxilia a diferenciar se o disttrbio é congénito ou adquirido (89)

A atividade da ADAMTS13 € avaliada através de um imunoensaio quimioluminescente.
3.2.3. Monitorizacao da terapéutica anticoagulante

O teste anti-Xa mede a atividade de anticoagulantes que inibem o fator Xa, essencial na via
comum da cascata de coagulacao. Inicialmente a heparina era monitorizada através do APTT, contudo,
diversas interferéncias comprometiam o resultado. Por essa razao, iniciou-se o uso este ensaio, que
apresenta a vantagem de nao sofrer interferéncia do anticoagulante Iipico, de doencas hepaticas, de
estados inflamatdrios agudos ou de coagulopatias (91).

Este teste permite supervisionar o tratamento de anticoagulantes como a heparina ndo
fracionada, heparina de baixo peso molecular, mas também dos DOAC's como o apixabano, rivaroxabano
e edoxabano (92).

A heparina é, na atualidade, o tratamento principal para doencas tromboembdlicas, como
sindrome coronaria aguda, AVC, TVP e EP (91).

No ensaio laboratorial, é adicionado ao plasma do doente um reagente com excesso de fator Xa
e um substrato cromogénico. A heparina, apés a administracao, liga-se a antitrombina (AT) criando um
complexo que inibe o FXa. Esse complexo so consegue inibir parte do FXa adicionado, uma vez que se
encontra em quantidade anormal, e o restante interage com o substrato cromogeénico, produzindo uma

coloracao (91,93).
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A intensidade da cor produzida é inversamente proporcional a quantidade de heparina presente.

Os valores sao comparados com uma curva padrao, e a atividade anti-Xa corresponde a concentracao

de heparina (91).

3.3. Controlo de Qualidade

Nos laboratdrios clinicos, o controlo de qualidade (CQ) tem como principais objetivos assegurara
exatidao e a fiabilidade dos resultados, garantindo que estes representem de forma rigorosa o estado
clinico dos doentes. Paralelamente, 0 CQ contribui paraa melhoria continua dos processos laboratoriais
e para a reducao de erros ou falhas que possam comprometer tanto a validade dos resultados como a
seguranca do doente (94,95)

De acordo com o Manual de Boas Praticas Laboratoriais de Patologia Clinica ou Andlises Clinicas
(MBPL), aprovado pelo Despacho n.2 10009/2019, de 5 de novembro, aimplementacao de um sistema
de qualidade é essencial para assegurar uma atividade adequada e o exercicio profissional rigoroso nos
laboratarios, que envolvem muiltiplas atividades e profissionais com diferentes competéncias. 0 MBPL
nao temcomo objetivo definir métodos especificos para a execucao dos exames laboratoriais — uma vez
que a responsabilidade técnica, cientifica e organizacional cabe a cada instituicao —, mas sim promover
a uniformizacao da implementacao da qualidade em todos os laboratdrios (96).

A Unidade de Trombose e Hemostase é certificada pela Norma NP EN 1SO 9001, na qual uma
entidade independente verifica que o produto, servico, sistema de gestao ou outro processo fornecido
atende aos requisitos estabelecidos (97)

0 controlo de qualidade interno (CQI) consiste no conjunto de procedimentos postos em prética
num laboratdrio com vista a permitir um controlo da qualidade dos resultados dos exames laboratoriais
ao longo de todo o processo analitico. Esta avaliacao possibilita a detecao de erros nos métodos e
equipamentos usados na rotina do laboratdrio e correcdo de possiveis erros (96).

Os laboratdrios tém a responsabilidade de estabelecer as diretrizes para a avaliacao do QCl e a
manutencao dos equipamentos, determinando a frequéncia dessas acoes e os critérios a avaliar, de
acordo com o volume de analises requisitadas. Os controlos, sao amostras de concentrac6es conhecidas,
geralmente cedidas pelas casas comerciais, que verificam a precisao dos resultados (96,98)

Os resultados das andlises de controlo sao normalmente apresentados em grdficos de Levey-
Jennings, permitindo observar de forma rdpida se os valores se mantém dentro dos intervalos de

referéncia, com base no desvio-padrao. Além disso, as Regras de Westgard auxiliam na validacao e
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interpretacao desses resultados. Ambos os elementos auxiliam na identificacdo de erros analiticos, que
podem ser aleatdrios, surgindo de forma imprevisivel e inevitavel, ou sistematicos, ocorrendo de maneira
constante e reqular, comprometendo a exatidao dos resultados (99)

0 controlo de qualidade externo (CQE) refere-se a avaliacdo da qualidade dos resultados do
laboratério por uma entidade externa. Por meio de ensaios interlaboratoriais, é possivel verificar a
exatidao dos resultados, avaliar a eficacia do CQI, monitorizar o desempenho dos métodos utilizados e
melhorar os padrdes nacionais (96,100,101)

A unidade de Trombose e Hemostase estd integrada em dois programas de controlo externo de
qualidade, o United Kingdom National External Quality Assessment Service e o External Quality

Assessment Programme, ambos internacionais.

4. Conclusao

O estagio desenvolvido na Unidade de Trombose e Hemostase revelou-se extremamente
enriquecedor. Para além de consolidar os conhecimentos adquiridos em contexto académico sobre
coagulacao e hemostase, possibilitou também o desenvolvimento de competéncias técnicas. Acima de

tudo, constituiu uma experiéncia pessoal marcante e inesquecivel.
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Capitulo 2 — Avaliacao do rendimento dos reagentes nos coagulometros ACL TOP® 550/750 e PFA-
200®

1. Introducao

A gestao laboratorial refere-se a administracao eficiente dos recursos, operacées e pessoal,
garantindo o funcionamento continuo e sustentavel da unidade. E um processo complexo e exigente, que
engloba a monitorizacao e organizacao dos varios elementos do laboratério como supervisao de
profissionais, o cumprimento das normas legais, o controlo de inventdrio e respetivos orcamentos, bem
como a manutencao de equipamentos. Estes elementos devemser monitorizados com cautela, a fim de
evitar desperdicios, atrasos, riscos a sequranca e resultados nao conformes (102).

Garantir o uso eficaz desses recursos representa uma gestao competente e pode melhorar a
produtividade e reduzir desperdicios, ou uso indevido de consumiveis, e tempo de trabalho. O conceito de
eficiéncia laboratorial baseia-se nao apenas nareducao de desperdicios, mas também na capacidade de
alocarrecursos de forma estratégica, de acordo comindicadores de desempenho previamente definidos.
(102,103)

No entanto, é inevitavela existéncia de alguns gastos extras nos laboratdrios. Exemplos incluem
os controlos internos e externos, que sao fundamentais para a implementacao de procedimentos
destinados a identificar, prevenir e corrigir falhas, garantindo a confiabilidade dos resultados, e também
as calibracoes, responsaveis por assegurar a precisao dos equipamentos. Estes gastos que sao invisiveis
nas respostas aos pedidos analiticos sao custo inerente, contudo sao fundamentais para a garantia de
qualidade de todo processo do qual resulta a validacao dos resultados (104).

Por outro lado, outros gastos sao potencialmente evitdveis, como: repeticoes de testes para
confirmacgao de resultados, diluicoes, perda de estabilidade de reagentes, que pode levar nao s a
repeticdo do teste como também do controlo, volume morto de reagentes ou falha subita do
equipamento. A adocao de medidas como planeamento rigoroso do uso de reagentes, monitorizacao
sistematica do desempenho dos equipamentos, validacao de protocolos de diluicao e aplicacao de
programas de manutencao preventiva pode reduzir significativamente estas perdas (104)

O cdlculo da percentagemde desperdicio, em conjunto com a analise do rendimento, permite uma
andlise abrangente da eficiéncia laboratorial. Enquanto o primeiro permite identificar os testes mais
propensos a erros, permitindo desenvolver estratégias de otimizacdo, o segundo possibilita avaliar a

eficiéncia do uso dos reagentes e o impacto das medidas implementadas (104). Este tipo de abordagem
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quantitativa é fundamental para assegurar que as estratégias de otimizacdao tém traducao prdtica em
termos de economia de recursos e de sustentabilidade. Para além da analise de perdas, este tipo de
estudo tamhém oferece a oportunidade de avaliar de forma mais rigorosa as necessidades especificas
de aquisicao de reagentes, determinando a frequéncia de abertura de novos reagentes e o numero real
de testesrealizados por cada um. Estainformacao é particularmente relevante no contexto da crescente
pressao econdmica sobre os servicos de salide, exigindo um equilibrio entre custos e qualidade (105)

O presente estudo surge da necessidade da Unidade de Trombose e Hemostase identificar as
principais causas do desperdicio de reagentes e promover a sua rentabilizacao, sem comprometer a
qualidade dos resultados.

Este projeto tem como objetivo calcular o rendimento e o desperdicio dos reagentes utilizados

para a realizacao dos testes de rotina nos equipamentos PFA-200® e ACL TOP® 550 e 750.

2. Material e métodos

2.1. Tipode estudo

Este trabalho consiste num estudo observacionaltransversale analitico, realizado na Unidade de

Trombose e Hemostase da ULS Santo Anténio.
2.2. Populacao e Amostra

A populacao deste estudo consistiu nos reagentes utilizados nos coaguldmetros ACLTOP® 550
e 750 e PFA-200® para a realizacdo de testes de rotina. A amostra foi constituida pelos reagentes
utilizados nos coagulémetros ACL TOP® 550e 750 e PFA-200® para a realizacao de testes de rotina,
nomeadamente o PT, o APTT, os D-Dimeros, o Fibrinogénio e o Anticoagulante Lipico (dRVVT Ce

dRVVT S),durante o periodo de 21de janeiro a 20 de fevereiro de 2025 e sequndos os seguintes critérios:

Critérios de inclusao:
« Todos os reagentes utilizados em testes de rotina, nos equipamentos referidos, no periodo 21 de
janeiro a 20 de fevereiro de 2025;

« Reagentes comregistos completos, como a data de abertura e de descarte do reagente;

Critérios de exclusao:
 Reagentes que nao foram utilizados durante o periodo do estudo ou de uso unico;
- Reagentes semrastreabilidade completa durante o periodo de andlise;

« Reagentes utilizados no equipamento CN-3000, por nao haver informacao completa;
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« Reagentes aplicados em testes complementares ou nao de rotina.

2.3. Questoes Eticas

A realizacdo deste estudo ndo necessitou de ser submetida a Comissdo de Etica da ULS Santo
Antdnio, uma vez que nao envolveu a recolha, utilizacao ou analise de dados clinicos ou pessoais de
doentes. O estudo incidiu exclusivamente sobre o consumo de reagentes e o desempenho dos respetivos
equipamentos, naoimplicando, por conseguinte, qualquer risco ouimpacto direto para os doentes. Foram
cumpridos todos os principios de confidencialidade e integridade cientifica, assegurando que nao ocorreu

recolha ou tratamento de informacao suscetivel de identificar individuos.

3. Procedimento

Inicialmente procedeu-se a recolha sistematica dainformacao relativa a estabilidade temporale
ao volume tedrico de cada reagente (volume total do frasco, preparado conforme instrugdes da bula ou
pronto a usar), tal como indicado nasrespetivas bulas dos fabricantes. Estes dados foram compilados e
organizados numa tabela em formato digital, garantindo uma base de referéncia padronizada para as
analises subsequentes.

Registo no equipamento PFA-200®

0 equipamento PFA-200® nao dispoe de base de dados que permita a extragao automatica dos
parametros relevantes. Por este motivo, foiimplementado um sistema de registo manual para todas as
amostras processadas. Para cada amostra, documentou-se o tipo e numero de cartuchos utilizados, a
quantidade consumida e o nimero de resultados efetivamente reportados ao requisitante. Em situacoes
derepeticdo de ensaios, registou-se adicionalmente o motivo subjacente, assegurando a rastreabilidade

integral de cada ocorréncia.

Reaqisto nos coaquldmetros ACL TOP® 550 e 750

Durante o periodo de estudo, os reagentes processados nos equipamentos ACL TOP® 550e 750
foram monitorizados de forma sistematica. Para cada frasco, registaram-se:
e adatade abertura,
e onumero de testes realizados, conforme indicado pelo equipamento,
¢ 0 volume residual (volume morto) remanescente apés a sinalizacao de frasco vazio pelo
equipamento,

e adatade descarte.
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0 volume morto foi quantificado através de quatro medi¢des independentes com micropipeta,
sendo posteriormente calculada a média para reduzir variacées pontuais. Este procedimento permitiu

determinar de forma mais robusta tanto o volume residual como o nimero efetivo de testes realizados

por frasco.

Extracdo e tratamento dos dados

Apds o término do periodo de recolha, os registos de execucao de ensaios foram exportados
diretamente dos equipamentos, em ficheiros individuais no formato Excel. A partir destes ficheiros,
foram extraidos dados referentes a:

e numero total de testes e controlos realizados,
« ocorréncia de repeticoes,
« identificacao de testes nao concluidos.

Nos casos de testes pendentes, procedeu-se a andlise da causa subjacente. Considerou-se
consumido o reagente sempre que a pipetagem tivesse ocorrido, ainda que o ensaio nao produzisse
resultado vdlido (ex. falhas técnicas ou resultados fora do intervalo de detecao). Em contrapartida,
situagdes em que o ensaio nao chegou a ser iniciado por insuficiéncia de volume da amostra ou
irregularidades pré-analiticas nao foram contabilizadas como consumo.

Os ensaios classificados como desperdi¢ados incluiram repeticoes de testes e falhas técnicas que
impossibilitaram a obtencao de resultado vdlido. Os controlos repetidos, por serem indispensaveis a
validacdo analitica, ndo foram considerados desperdicio, assim como as calibracoes, cuja execucgao é

obrigatdria para garantir o desempenho do equipamento.

Reagentes estudados
No equipamento PFA® 200 foram estudados os cartuchos:

e COL/EPI: possui os agonistas plaquetdrios colagénio e epinefrina é sensivel ao uso de
aspirina/anti-inflamatdrios;
e COL/ADP: composto por colagénio e adenosina-5'-difosfato (ADP) e é dtil para

diferenciar defeitos de plaquetas de efeito medicamentoso (106).
No equipamento ACL TOP® 550 foram estudados os reagentes:

e RecombiPlasTin, tromboplastina de elevada sensibilidade, baseado no fator

recombinante de tecido humano que determina quantitativamente o PT (107).
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e SynthASil, reagente fosfolipidico sintético responsavel pela determinacao in vitro do
APTT. O kit é constituido por dois reagentes diferentes, o reagente de APTT e o Cloreto
de Calcio. No entanto, optou-se por incluir no estudo apenas o reagente de APTT, uma

vez que ambos sao utilizados da mesma forma e na mesma quantidade durante os

ensaios, tornando desnecessaria a duplicacao dos célculos (51).

No equipamento ACL TOP® 750 foram estudados os reagentes:

e RecombiPlasTin (para determinacao do PT) e SynthASil (para determinacao do APTT)

e Reagente de Latex, suspensao de particulas de latex poliestireno revestidas com o
fragmento F(ab')2 do anticorpo monoclonal de rato (MA-8D3), altamente especifico
contra o D-Dimero presente nos FDPs, e que ao se ligar a este vai provocaruma rea¢ao
visivel, juntamente com albumina sérica bovina que funciona como estabilizante e evita
ligacdes inespecificas (58,108). O reagente Buffer contém o tampao Hepes e albumina
sérica bovina que mantém o pH estavele estabiliza a reacao. Por ser um reagente que é
feito propositadamente com volume a mais, nao foi estudado deste projeto, sendo
apenas contabilizado os valores do reagente Latex (58,109,110)

e Trombina bovina, utilizada para converter o fibrinogénio em fibrina(53);

e dRVVT Screen e 0 dRVVT Confirm, para o estudo do LA. Ambos possuem veneno de
vibora de Russell, fosfolipidos, cdlcio, polibrene, tampodes, estabilizantes, corantes e
conservantes. 0 dRVVT Screen é pobre em fosfolipidos, tornando-o sensivel ao LA, ja o
dRVVT Confirm por ter mais fosfolipidos, nao permite que o LA iniba a coagulacao
dependente de fosfolipidos, neutralizando o anticorpo. Sendo assim, a positividade do LA
implica que o dRVVT Screenapresente um tempo de coagulacao prolongado e o tempo
de dRVVT Confirm esteja encurtado. O veneno de vibora de Russell ativadiretamente o
fator X, na presenca do cdlcio, o que permite avaliar a via comum da coagulacdo. Neste

estudo, amhos os reagentes foram analisados (36,111).

0 numero de resultados por frasco de reagente foi calculado pela seguinte formula matematica:

N? total de resultados

N2 de Resultados/frasco de reagente= :
n?de Frascos consumidos

0 cédlculo do numero tedrico de testes por frasco baseou-se na informacao disponibilizada pelos

fabricantes. Contudo, procedeu-se também a monitorizacao direta do ndmero de testes indicado pelo
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equipamento aquando da introducao de novos frascos. Esta analise revelou variabilidade nos valores
registados, sobretudo no reagente de PT, pelo que se optou por privilegiar o valor tedrico informado pela
casa comercial, complementado pelas medicoes internas.

Para a obtencao dos indicadores de interesse, aplicaram-se as seguintes férmulas: (112)

NUmero de testes tedricos/frasco de reagente =

((Volume teérico do frasco —Volume morto do frasco) X N° de Testes segundo Casa Comercial)

Volume tedrico
Ndmero de testes desperdicado = N° testes totais realizados- (N2 de resultados + Nede testes para QC)

N2 de testes desperdicados
Ne de Testes Totais Utilizados

Desperdicio (%)= ( ) X 100

Rendimento ULSSA (%)= ( 100

N2 de Resultados )
Ne¢ teérico detestes /frasco

N@ de Resultados
N2 de testes segundo a casa comecial

Rendimento sequndo casa comercial (%)= ( ) x 100

N2 de testesutilizados para CQ
N?deTestes Total Utilizado

Testes utilizados para QC (%)= ( ) x 100

3.1. Tratamento de Dados

Todas as informacdes relevantes para este estudo foram compiladas num ficheiro Microsoft
Excel®, assegurando a organizacao e integridade dos registos. Os dados foram posteriormente tratados
de forma a quantificar, a partir do nimero total de testes processados, trés categorias distintas: a) testes
validos, correspondentes aos ensaios que originaram resultados efetivamente reportados; b) testes
utilizados no Controlo de Qualidade Interno (CQI), essenciais para a validacdo continua do desempenho
analitico; e c) testes desperdicados - consumos sem producao de resultado valido ou ndo associados a
CQI, incluindo falhas técnicas, repeti¢ées nao programadas ou perdas de reagente.

Com base nesta classificacao, foram calculados indicadores de desempenho laboratorial,
nomeadamente: percentagens de desperdicio e de rendimento. Estes parametros possibilitaram ainda
identificar, de forma detalhada, quais os reagentes associados a maior frequéncia de repeticdes de CQle

quais aqueles com maior desperdicio de testes.
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Para além da andlise descritiva, foi efetuada uma analise comparativa entre 0s equipamentos

ACLTOP® 550e 750, comvista a avaliar diferencas no consumo de reagentes, na eficiéncia de utilizacao

e norendimento operacional. Os resultados obtidos na Unidade de Trombose e Hemostase da ULS Santo

Antdnio foram comparados com os valores de referéncia fornecidos pela casa comercial Werfen,

permitindo uma avaliacao critica da discrepancia entre o rendimento tedrico e o rendimento real dos

reagentes.

4. Resultados e Discussao
4.1. Equipamento PFA-200@®

Durante o periodo de estudo, foram utilizados 82 cartuchos COL/EPI e 79 cartuchos COL/ADP,

resultando em 73 amostras com resultado e 2 amostras sem resultado. Das duas amostras sem

resultado: uma estava coagulada e outra nao tinha o volume suficiente, 800 L, para a realizacao do

teste (Tabela 3).
Tabela 3- Resultados do equipamento PFA-200®
0
N® de N2 de Amostras Amostras N2 de cartuchos | Desperdicio | Rendimento
Cartuchos | Cartuchos Repeticoes com sem desperdicados %) (%)
utilizados PEts resultado Resultado perdis ? >
COL/EPI 82 7 9 M 89
73 2
COL/ADP 79 4 6 8 92

No Grafico 1 é possivel observar que do total de 11 repeticoes realizadas:

6 deveram-se a obstrucao de fluxo - erro associado a interrup¢ao subita da passagem da
amostra, frequentemente provocado pela presenca de bolhas de ar, codgulos, hemdlise ou
disfuncdes plaquetarias, entre outras causas. Para evitar este erro é importante verificar que a
amostra ndo tenha codqulo e pipetar devagar, tentando nao criar bolhas de ar no processo de
aspiracao da amostra. Neste estudo, as amostras que apresentaram este tipo de erro eram na
maioria de doentes com disfuncao plaquetdria (33).

2 ocorreram devido a obtencao do mesmo valor em ambos os cartuchos COL/EPI e COL/ADP.
Segundo varios estudos, os valores do COL/EPI devem ser superiores aos valores do COL/ADP,
quandoisto nao acontece é necessario proceder arepeticao do teste paradescartar qualquer erro

durante o procedimento (43,113).
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e 2 deveram-se a obtencao de resultados significativamente discrepantes face aos valores de
referéncia.

e 1repeticao foi necessdria em virtude do tempo maximo de oclusao ter sido excedido (superior a
300 segundos). Isto pode acontecer devido a uma diminuicdo do hematdcrito, contagem de
plaquetas ou numero de leucdcitos, toma de antiagregantes plaquetdrios, como por exemplo
Aspirina, ou até Doenca de von Willebrand (DvW). E essencial consultar o histérico do doente antes

de repetir o teste para perceber se é algo recorrente e associado a alguma patologia, de modo a

evitar repeticoes desnecessdrias e consequentemente o desperdicio de cartuchos (42).

= Sem tempo de oclusao
= Obstrucado de fluxo
Valores iguais

= Valores anormais

Grdéfico 1- Ndmero de repeticdes e motivo

E fundamental que os tubos destinados a avaliacdo da funcao plaquetdria nao sejam submetidos
a centrifugacao, uma vez que este processo pode induzir a ativacao da cascata de coagulacao e
desencadear agregacao plaquetdria antes da andlise. Dado que este tipo de ensaio exige que as
plaquetas permanecam no seu estado fisioldgico basal, nao agregado, a centrifugacao comprometeriaa
validade dos resultados obtidos (114).

O cartucho que exigiu maior nimero de repeticoes foi o COL/EPI, refletindo uma maior
suscetibilidade a erros ou interferéncias. Em contrapartida, o cartucho COL/ADP apresentou menor
percentagemde desperdicio e, consequentemente, maior taxa de rendimento, quando comparado como
COL/EPI.
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4.2. Equipamento ACL TOP® 550

A Tabela 4 apresenta a distribuicao dos testes realizados no equipamento ACL TOP® 550 para os
reagentes APTT e PT, incluindo o ndmero total de testes executados, o nimero total de resultados obtidos

e a média desse valor por frasco de reagente, e o nimero de testes consumidos no controlo de qualidade.

Tabela 4- Resultados do equipamento ACL TOP® 550

0
N? de testes N2 de Ak N? de testes
Reagentes total utilizados Resultados KGR R ara CQ
ULSSA P
APTT 1438 1340 168 84
PT 1599 1500 167 90

Verificou-se, nos equipamentos ACL TOP® 550e 750, uma variabilidade significativa no nimero
de testes tedricos que cada frasco de reagente novo de PT aquando da sua abertura, (Anexo 2).

Com base nesses valores, procedeu-se ao calculo para determinar o nimero de testes tedricos
por frasco de reagente e, subsequentemente, a percentagem de rendimento. Os resultados obtidos
demonstraram uma discrepancia relativamente aos valores esperados. Com base na média, cada frasco
de reagente permitiria a realizacao de aproximadamente 96 testes, nimero consideravelmente inferior
aos 167 testes efetivamente registados e ao valor indicado pela casa comercial, que referencia cerca de
200 testes por frasco. A percentagem de rendimento resultou num valor de 172%, indicativo de algum
tipo de erro.

Varias hipéteses foram consideradas para justificar esta discrepancia:

e Erro na medicao do volume morto, parametro utilizado no cdlculo do numero de testes tedricos
por frasco. Esta possibilidade foi, no entanto, considerada pouco provavel, uma vez que amedicao
foirepetida varias vezes, obtendo-se sempre valores consistentes;

e Falha no registo da reconstituicao de novos frascos, hipdtese considerada também pouco
plausivel, dado que a abertura de novos frascos eraregularmente registada, com uma frequéncia
média de dois dias, correspondendo ao tempo habitual de utilizacao;

e Configuracao incorreta do equipamento, podendo estar a medir um volume de reagente errado;

¢ Incorreta quantificacao do equipamento da quantidade de testes por frasco, uma vez que, nas

vdrias medicdes apresentou valores diferentes.
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Apoés exclusao sistematica das hipdteses menos provaveis, concluiu-se que a origem mais
plausivel do erro estaria relacionada com a quantificacao incorreta do numero de testes pelo
equipamento, observando-se que este fendmeno ocorre exclusivamente no reagente PT. A situacao foi
comunicada ao fornecedor, com o intuito de proceder a investigacao e eventual correcao do problema
identificado.

Face a discrepancia identificada, optou-se por utilizar o valor fornecido pela casa comercial, em
detrimento do valor reportado pelo equipamento. Para o calculo final do nimero de testes que
teoricamente cada frasco produz, foi ainda subtraido o volume morto estimado, de forma que o valor

obtido seja o0 mais préximo da realidade possivel (Tabela 5 e Grafico 2).

Tabela 5- Registos efetuados e resultado do cdlculo de testes tedricos do equipamento ACL TOP® 550

Reagentes Vol.Morto Ne frascos Volume tedrico Ne testes/frasco N2 testes /frasco
9 (média ml) utilizados por frasco (ml) ULSSA Casa Comercial
PT 14 9 20 186 200

210

200 200

200
& 190 186
B
5 1.0 173
2 170 168 167

150

APPT T

Nede Testes Tedricos Calculado/frasco M N@de Resultados /frasco B N2de Testes segundo Casa Comercial/frasco
Grafico 2- Distribuicao do nimero de testes tedricos calculados pela ULSSA e obtidos pela casa comercial

Observa-se no Grdfico 2, que o nimero de testes indicado pela casa comercial para cadafrasco
de reagente revelou-se superior tanto ao ndmero de testes tedricos que foi calculado (subtraindo o
volume morto), como ao nimero de testes efetivamente obtido no laboratdrio. O valor apresentado pela
casa comercial nao contempla o volume morto, os testes realizados nos controlos de qualidade e as
perdas associadas a eventuais desperdicios, motivo pelo qual nao reflete totalmente a realidade
operacional. Em ambos os reagentes, o nimero de testes tedrico calculado foi superior ao nimero final

de resultados emitidos. Esta diferenca é justificada pelo facto de que o cdlculo tedrico considera apenas
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o volume morto residual presente apds a notificacdao de frasco vazio pelo equipamento. Enquanto os
resultados efetivos sao também influenciados pelo consumo de testes em controlo de qualidade e por
desperdicios inevitaveis no processo, sendo, por isso, expectdvel a obten¢ao de um ndmero inferior de
resultados emrelacao a estimativa inicial.

Na Tabela 6 estao apresentados os valores de percentagem de desperdicio, de rendimento e o

numero de testes utilizados para CQI.

Tabela 6- Resultados calculados referentes ao equipamento ACL TOP® 550

Reagentes Desperdicio Rendimento por frasco Rendimento por frasco utili;raejct)is ara
9 n (%) ULSSA (%) Casa Comercial (%) p
CQI (%)
APTT 14 (0,97) 97 84 58
PT 9(0,56) 90 83 56

Nos dois reagentes utilizados, a percentagem de desperdicio € inferior a 1%, sendo ligeiramente
maior no APTT.

A percentagem de testes utilizados para o CQI foi de aproximadamente 6% para ambos os
reagentes. No Laboratdrio de Tromhose e Hemostase, com funcionamento didrio limitado a 7h30, os
controlos de qualidade sao tipicamente realizados uma unica vez pela manha, exceto na introducao de
novos frascos de reagente, quando se torna necessario repetir os controlos. Por outro lado, no PASU, que
opera 24 horas por dia, os controlos sao executados com maior frequéncia, resultando numa
percentagemde consumo de reagentes para CQI significativamente diferente. Este contraste evidencia
o0 impacto da frequéncia operacional e da programacao de turnos sobre a utilizacao de reagentese a
gestao do controlo de qualidade. No Grafico 3 observa-se que a percentagem de rendimento do

lahoratdrio é diferente da casa comecial.

100% 97%
95%

90%

90%

85% 81% 83%

% Rendimento

80%

75%
APPT PT

Rendimento segundo casa comercial /% B Rendimento ULSSA/%

Grafico 3- Percentagem de Rendimento obtida no laboratério em comparagao com a da Casa Comercial
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Esta discrepancia resulta das diferencas metodoldgicas na determinacao da percentagem de

utilizacao. No contexto laboratorial, esta percentagem foi calculada com base no nimero tedrico de

testes, estimado internamente e incorporando perdas inevitdveis do processo, tais como volume morto,

desperdicios, repeticoes e testes utilizados no controlo de qualidade. Em contraste, a percentagem de

rendimento reportada pelo fabricante assenta num valor de referéncia mais elevado, que nao considera

qualquer perda operacional. Consequentemente, ao dividir o nimero de testes efetivamente realizados

por um denominador superior, o cdlculo do fabricante produz uma percentagem de rendimento inferior

aquela observada na pratica laboratorial.

4.3. Equipamento ACL TOP® 750

A Tabela 7 e 8 apresenta a distribuicao dos testes realizados e o calculo de testes tedricos no

equipamento ACL TOP® 750.

Tabela 7- Resultados extraidos do equipamento ACL TOP® 750

Reagentes Tot‘a‘I de testes Total de Total de resultados Testes utilizados
utilizados (n) resultados (n) por frasco (n) para a CQ (n)

APTT 1867 1670 152 124
PT 1936 1792 163 13
DD 170 91 15 56
Fibrinogénio 264 186 21 70
dRVVT C 213 182 15 29
dRVVT S 212 182 15 28

Tabela 8- Registos e resultado do calculo de testes tedricos do equipamento ACL TOP® 750

Fresreries V0|l:ln:Ie Morto Ne de frascos Volume / frasco Testes /frasco Testes/fras:co
(média - mL) () (mL) Calculado (n) Casa Comercial (n)

APTT 135 1 10 173 200
PT 14 1 20 186 200
DD 115 6 4 32 44
Fibrinogénio 0,625 9 2 28 40
dRVVT C 0,675 12 2 18 27
dRVVT S 0,675 12 2 18 27
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No Grafico 4, observa-se que o nimero de testes por frasco de reagente indicado pela casa

comercial é superior ao numero dos resultados obtidos no laboratdrio.

250
. 200 200
&L 200 186
& 173
= 163
g 152
o 150
<]
E
2
100
44 40
20 32 28 27 27
15 18 15 18 15
] L] in Hm Hm
APPT PT DD FIB dRVVTC dRVVTS
B N° de Testes Tedricos Calculado/frasco B NO de Resultados /frasco N@ de Testes sequndo Casa Comercial /frasco

Grafico 4- Distribuicao da quantidade de testes tedricos calculados pelo laboratdrio e obtidos pela casa comercial

Em todos os reagentes, o nimero de resultados emitidos por frasco de reagente foi inferior ao
numero tedrico de testes calculado, uma vez que no calculo realizado sé foi considerado o volume morto
e nao os testes desperdicados e gastos no CQ, enquanto nonimero de resultados todos esses fatores ja
estdao devidamente incluidos.

Os DD apresentam a maior diferenca entre os dois valores e uma percentagem de desperdicio
consideravel, 14%, sendo assim normal que haja menos resultados emitidos do que o esperado. A
percentagem de desperdicio dos outros reagentes, juntamente com os demais parametros, estao
ilustrados na Tabela 9.

Tabela 9- Resultados referentes ao equipamento ACL TOP® 750

- ) Rendimento por Testes utilizados

Reagentes Deslfe(zl;f)lcm ffaesr::d(;nainstg Apg/(r)) frasco Casa para CQI
Comercial (%) (%)
APTT 73 (4) 88 76 7
PT 31() 88 81 6
DD 23 (14) 48 34 33
Fibrinogénio 8(3) 75 52 27
drRVVT C 2(1) 86 62 14
dRVVTS 2(1) 86 62 13
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Os regentesutilizados parao PT e APTT apresentamo maior rendimento, possivelmente devido
ao facto de serem os mais frequentemente utilizados, sendo geralmente consumidos na totalidade.

Os reagentes de DD exibem a maior percentagemde desperdicio e de testes utilizados para CQ,
uma vez que uma parte significativa do reagente é consumida em controlos e repeticoes, resultando na
menor percentagem de rendimento entre os reagentes analisados.

O reagente do fibrinogénio apresenta a segunda menor percentagemde rendimento nao devido
ao desperdicio, que é relativamente baixo (3%), mas pelo consumo elevado nos controlos de qualidade,
que corresponde a aproximadamente 27% do reagente.

Os reagentes utilizados para o Anticoagulante Lupico apresentam a menor percentagem de
desperdicio. Contudo, registam uma proporc¢ao consideravel de testes destinados ao CQ, uma vez que,
devido abaixa estabilidade, os controlos sao frequentemente repetidos. Apesar disso, apresentam uma
percentagem de rendimento relativamente elevada (86%), resultado da estratégia laboratorial de
reconstituir o reagente apenas as segundas e quartas ou quintas-feiras, conforme a necessidade, de
modo a otimizar a utilizagao e minimizar o desperdicio associado a sua limitada estabilidade.

A percentagemde rendimento para todos os reagentes obtida na unidade da ULSSA é superior a
reportada pela casa comercial. Esta diferenca deve-se ao facto de, na unidade, o cdlculo se basear no
numero tedrico de testes que um frasco pode fornecer, enquanto o fabricante calcula o rendimento a
partir de um valor de referéncia mais elevado, que nao contempla perdas operacionais.

Para determinados reagentes, como a quantificacao do Fibrinogénio e dos DD, os controlos sao
frequentemente repetidos, consumindo uma quantidade significativa de reagente e testes de controlo.
Esta situacaoresulta da baixa estabilidade dos reagentes — 3 dias para o fibrinogénio e 7 dias para os DD
quando dentro do aparelho — assim como dos controlos (53,58). Nestes casos, recomenda-se
reconstituir novos controlos, de forma a evitar o consumo desnecessario de reagente. Sempre que se
identifique que o erro é atribuivel ao reagente, este deve ser substituido para minimizar o desperdicio.

Para preservar a estabilidade dos controlos, é fundamental que, apds a sua utilizacdo, sejam
imediatamente retirados do equipamento e armazenados no frigorifico.

Uma possibilidade para melhorar o rendimento dos DD, seria adotar a mesma estratégia usada
parao LA, e comecar arealizar os testes apenas em certos dias da semana. Esta abordagem permite
reduzir o desperdicio, pois evita que os controlos e reagentes sejam consumidos em dias sem amostras

requisitadas. Além disso, a permanéncia prolongada do reagente no equipamento diminui a sua
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estabilidade, dado que a temperatura no equipamento é superior a do frigorifico. Segundo a bula, a
estabilidade do reagente é de 7 dias a 15 °Ce 1 més a 2-8 °C (40).

O Grdfico 5 permite observar, em média, a relacao entre a fragcao de reagente consumido e a

fracao de reagente ndao consumido.

100% O
90% -
70%

60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
APTT PT DD FIB dRVVTC  dRVVTS
Reagente

reagente consumido M reagente ndo consumido
Grafico 5 - Distribuicao da fragao de reagente consumido vs nao consumida

A Tabela 10 apresenta o volume morto e o volume util correspondente a cada reagente.

Tabela 10- Quantidade de volume morto e volume (til de cada reagente

Reagente APTT PT DD FIB dRVVT C dRVVT S

Média do Volume 135 14 115 0,625 0,675 0,675
Morto/mL

Volume Util/mL 865 186 285 1375 1325 1325

O volume morto dosreagentes DD, Fib,dRVVT Ce dRVVT S corresponde aproximadamente 30%
do volume total, deixando cerca de 70% disponiveis para utilizacao efetiva nos ensaios. Contudo, as
possibilidades de intervencao sao limitadas, considerando que o suposto consumo total de reagente é
determinado pelo equipamento com base no volume e no tipo de frasco de reagente utilizado.

Uma potencial estratégia para reduzir este desperdicio seria transferir o volume morto para um
frasco de menor capacidade. Esta abordagem apresenta, porém, diversas limitacdes: o laboratdrio nao
dispoe de frascos compativeis, e qualquer alteracao na geometria do frasco poderia comprometer o

desempenho do sistema de aspiracao do equipamento, uma vez que o cddigo que identifica o tipo de
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reagente tambémdetermina as especificagoes fisicas do frasco esperado pelo aparelho. Na auséncia de
soluc6es imediatas para este problema, a reducao do desperdicio deve focar-se na minimizacao de
repeticoes de testes e controlos, assegurando que as amostras se encontram em condi¢ées adequadas
para processamento, tanto em termos de volume como de integridade pré-analitica. Paralelamente,
recomenda-se otimizar a estabilidade dos reagentes, mantendo-os sob condi¢oes de armazenamento
conformes as normas do fabricante, de modo a prolongar a sua validade e maximizar o rendimento

operacional.
4.4. Analise comparativa dos equipamentos ACL TOP® 550 e 750

A analise comparativa entre os equipamentos ACL TOP® 550 e 750 permitiu avaliar de forma
objetiva os indicadores de desempenho laboratorial, nomeadamente a percentagem de desperdicio, de
rendimento e a proporcao de testes utilizados no controlo de qualidade, constituindo parametros

fundamentais para a interpretacao da eficiéncia global dos sistemas (Figura 6).

4%

2%

0,97%
0,56%

PT550 PT750 APTT  APTT
550 750
97%
90%
88% 88%
PT550 PT750 APTT  APTT
550 750
6,64%
5,63% 5,84% 5,84%
PT550 PT750 APTT  APTT
550 750

Figura 6- Andlise comparativa do desperdicio (A), rendimento (B) e do nimero de testes utilizados no CQI (C)
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A percentagem de desperdicio no ACL TOP® 750 excede duas vezes a percentagem do ACL
TOP® 550. Esta diferenca deve-se ao facto de que, no modelo 750, sdo realizados testes adicionais,
como os de fatores de coagulacao, que também consomem estes reagentes, mas cujos resultados nao
estao incluidos nas analises de PT e APTT. Consequentemente, estes ensaios, embora consumam
reagente, nao devem ser considerados desperdicio, uma vez que sao essenciais para a execugao dos
respetivos parametros. De forma semelhante, a percentagem de rendimento do ACL TOP® 550
apresenta valores ligeiramente superiores aos do ACL TOP® 750, refletindo o mesmo efeito.

No que diz respeito aos testes utilizados para Controlo de Qualidade Interno, ambos os
equipamentos consomem aproximadamente a mesma quantidade. No Laboratério de Trombose e
Hemostase, os CQI sao normalmente realizados apenas uma vez por dia, no inicio do turno, dado que o
funcionamento didrio se limita a cerca de 7 horas. A excec¢ao ocorre quando um reagente é totalmente
consumido e um novo frasco é inserido no equipamento, momento em que os controlos sao novamente

executados.
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5. Conclusao

O estudo de caso realizado na Unidade de Trombose e Hemostase permitiu concluir que o
rendimento dos equipamentos ACL TOP® 550, ACL TOP® 750 e PFA-200® € globalmente satisfatdrio,
com percentagens de desperdicio relativamente baixas.

Foram identificadas oportunidades de otimizacdo, particularmente relacionadas com a
estabilidade de alguns reagentes e a gestao dos controlos de qualidade.

A andlise dos resultados permitiu ainda constatar uma diferenca expressiva entre o nimero de
testes estimado pelo fabricante e o numero de resultados efetivamente obtidos. Esta informacao
constitui um contributo relevante para a gestao futura de recursos e aquisicao de reagentes, permitindo
um planeamento mais ajustado as necessidades reais do laboratdrio. Embora a analise dos reagentes
menos utilizados no equipamento ACL TOP® 750 nao ter sido concluida, os dados preliminares sugerem
um desperdicio mais elevado comparativamente aos reagentes de rotina, o que é expectdveldado o seu
uso menos frequente. 0 mesmo se aplica aos reagentes destinados a quantificacao dos fatores de
coagulacao, serem congelados apds a utilizacdo e apenas podem ser descongelados uma vez. Em
situacoes de urgéncia, o reagente pode ser utilizado em apenas duas ocasioes, traduzindo-se num
desperdicio significativo. A preparacao de aliquotas nao é vidvel devido ao reduzido volume disponivel
(1mL), e seria inaceitavel comprometer o diagndstico ou o tratamento do doente com o objetivo de
otimizar o rendimento do reagente.

Do ponto de vista ético, este trabalho reflete ainda aresponsabilidade social associada a gestao
racional dos recursos laboratoriais, promovendo a sustentabilidade através da minimizacdao de
desperdicios, sem comprometer a qualidade analitica nem a fiabilidade diagndstica.

Por fim, recomenda-se a realizacdo de um estudo semelhante com o equipamento CN-3000,
com vista a identificacao de estratégias que minimizem o desperdicio e otimizem a utilizacao dos

reagentes.
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6. Anexo
Anexo 1

Procedimento do Doseamento de Inibidor
1. Preparacao do calibrador: Mistura de fator diluente + plasma normal em proporcao 50:50,
normalmente 200/300 pL, dependendo da quantidade de plasma do doente disponivel. Este
serve como referéncia de 100% de atividade.

2. Preparacao das diluicdes da amostra:

¢ 11- Plasma do paciente + plasma normal, € uma amostra de teste para verificar o

efeito do inibidor;
e 1:2— (Mistura de plasma do paciente + fator diluente) + plasma normal;
e 1:4 — (Mistura de plasma do paciente fator diluente) + plasma normal;

e Asdiluicdes continuam sucessivamente até haver valores suficientes para calcular

a unidade Bethesda com precisao.
3. Incubacao por 2 horas a 37°C,

4. Quantificacao do FVIII (79).

Anexo 2
Reagente 12 Medicao 22 Medicao 3 2Medicao 4 2 Medicao Média
PT 97 108 102 77 96
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