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RESUMO

A hemofilia € uma doenca hemorragica hereditaria, relacionada ao cromossomo X,
caracterizada pela deficiéncia de fator VIII (hemofilia A) ou fator IX (hemofilia B). As
hemofilias caracterizam-se clinicamente pelo aparecimento de sangramentos e
manifestacbes hemorragicas que acontecem sem associacdo com traumas
evidentes. O acompanhamento de um paciente hemofilico implica uma série de
providéncias, além da terapéutica de substituicdo feita com produtos derivados do
sangue que contém o fator deficiente, VIII ou IX. Atualmente, a complicagdo mais
temida secundaria ao tratamento de reposi¢cao dos hemofilicos € o aparecimento de
anticorpos neutralizantes que se ligam a epitopos do fator VIII responsaveis pela
formac&o do complexo protrombinase, causando impacto tanto no sucesso quanto
no custo do tratamento destes pacientes. Os riscos para o desenvolvimento desses
anticorpos sao multifatorias e envolvem fatores genéticos e ambientais. Dentre eles,
parecem estar implicados a mutacao genética para o fator VIII, alelos do sistema
HLA, genes reguladores da producado de citocinas, o tipo e severidade da hemdfilia,
etnia e historia familiar de presenca do inibidor, idade do primeiro tratamento, modo
de administracdo do tratamento e o tipo de concentrado de fator utilizado. Em
pacientes com inibidores neutralizantes, terapias alternativas sdo necessarias, como
uso de concentrado de complexo protrombinico ativado ou fator VII recombinante
ativado. A andlise laboratorial é de vital importancia para o diagndstico das
hemofilias e para a escolha correta do tratamento a ser utilizado. Deste modo, 0
objetivo deste trabalho foi disponibilizar no Hemocentro Regional de Maringa,
exames de triagem e diagndéstico das hemofilias, bem como a pesquisa e dosagem
de inibidores de fator VIII e IX. Para a padronizacdo e validacdo das técnicas
laboratoriais foram coletadas amostras de sangue de doadores do Hemocentro
Regional de Maringa para a realizagdo dos exames TTPA, TP e dosagem de
fibrinogénio. As dosagens foram realizadas paralelamente no Hemocentro Regional
de Maringad e Hemocentro de Botucatu. Os resultados foram comparados usando o0s
testes estatisticos de Wilcoxon e Teste t para dados pareados. Foram coletadas
amostras de pacientes hemofilicos cadastrados no Hemocentro Regional de Maringa
para a realizacdo das dosagens de fatores VIl e IX e pesquisa de inibidores. As
técnicas foram executadas conforme descritas nos POP’s. A comparacao entre 0s
resultados obtidos pelos dois servicos em relacdo aos valores de referéncia mostrou

que a diferenca entre os valores ndo mudou a interpretacdo dos resultados. A



analise estatistica demonstrou que os valores de RNI sdo os mais adequados para
comparar resultados de amostras idénticas em diferentes condi¢cdes de trabalho.
Nos pacientes cadastrados no Hemocentro Regional de Maringa foram detectados
seis pacientes (35,3%) com hemofilia grave com inibidores de fator VIII. A
implantagdo de exames laboratoriais para o estudo da hemostasia no Hemocentro
Regional de Maringa contribuiu para a melhoria da qualidade do atendimento
oferecido aos pacientes hemofilicos cadastrados neste servi¢co, proporcionando a
escolha adequada do tratamento de reposi¢cao a ser utilizado.

Palavras-chave: Diagnostico laboratorial; Fator 1X; Fator VIII; Hemofilia; Inibidores;

Tratamento de reposicao.



ABSTRACT

Haemophilia is a inherited hemorrhagia disorder, related to the X chromosome,
characterized by the deficiency of factor VIII (haemophilia A) or factor IX
(haemophilia B). The haemophilias are clinically characterized by bleeding and
hemorrhagic manifestations appearance which happen without evident traumatism
association. The attendance of a haemophilic patient involves a series of
providences, besides the replacement therapy with blood derived products which
contain the deficient factor, VIII or IX. At present, the most feared complication
secondary to the haemophilic replacement treatment is the appearing of neutralizing
antibodies that binds to factor VIII epitopes responsible for the prothrmonbinase
formation, causing impact either in the success or in the cost of these patients
treatment. The risks of development these antibodies are multifactorials involving
genetic and environmental factors. Among them, it seems to be implicated factor VIII
genetic mutation, HLA system alleles, cytokine production regulating genes,
haemophilia’s type and severity, ethnicity and family history of inhibitors presence,
age of first treatment, mode of treatment administration and type of factor
concentrate used. In patients with neutralizing inhibitors, alternative therapies are
necessary such as the use of activated prothrombin complex concentrate or activated
recombinant factor VII. The laboratory analysis is essential for the haemophilias
diagnosis and for the connect choise of treatment to be used. This way, the purpose
of this study was to provide to the Hemocentro Regional de Maringa, haemophilia’s
screening and diagnosis assays, as well as the screening and determination of factor
VIl and IX inhibitors. For the standardization and validation of the laboratory technics
donors blood samples from the Hemocentro Regional de Maring& were collected in
order to perform the APTT (Activated Partial Thromboplastim Time) test, PT
(Prothrombin Time) test and fibrinogen determination. The assays were performed in
parallel at the Hemocentro Regional de Maringa and Hemocentro de Botucatu. The
results were compared using the Wilcoxon and t Test statistics tests for paired data.
Samples of haemophilic patients registered at the Hemocentro Regional de Maringa
were collected in order to perform the determination of factors VIII and IX and
inhibitors screening. The technics were performed according to the Standard
Operating Procedure. The comparison between obtained results by both services in

relation to the reference range showed that the difference between the values did not



change the interpretation of the results. The statistical analysis showed that
International Normalized Ratio values are the most suitable to compare the results of
identical samples in different work conditions. Among the patients registered in the
Hemocentro Regional de Maringa six patients (35,3%) with severe haemophilia were
detected with factor VIII inhibitors. The implantation of laboratory assays to study
haemostasis in the Hemocentro Regional de Maringa contributed to the improvement
of the attendance quality offered to the haemophilic patients registered in this
service, providing the suitable choice of the replacement therapy to the used.

Keywords: Laboratory diagnosis; Factor IX; Factor VIII; Haemophilia; Inhibitors;

Replacement therapy.



LISTA DE ABREVIATURAS

FVIII = fator VIII

FIX = fator IX

HIV = virus da imunodeficiéncia humana

IgG = imunoglobulina G

IgE = imunoglobulina E

HLA = human leucocite antigen

CCPA = concentrado de complexo protrombinico ativado
rFVlla = concentrado de FVII recombinante ativado
CD = cluster diferentiation

TTPA = tempo de tromboplastina parcial ativada
TP = tempo de protrombina

CaCl, = cloreto de calcio

rpm = rotagdes por minuto

RNI = razdo normatizada internacional

ISI = indice de sensibilidade internacional

mg/dl = miligramas por decilitro

UB/ml = unidades Bethesdsa por mililitro
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INTRODUCAO

A hemofilia € uma doenca hemorragica hereditéria, caracterizada pela
deficiéncia de Fator VIII (hemofilia A) ou Fator IX (hemofilia B) 2. E a coagulopatia
hereditaria mais comum em humanos, e ocorre em aproximadamente 10-20 em
100.000 nascidos vivos do sexo masculino #3. A transmissdo se faz através do
cromossomo X, manifestando-se praticamente nos homens, sendo as mulheres
portadoras assintomaticas *. A expresséao fenotipica da hemofilia em mulheres é um
evento raro *°.

A hemofilia A é a mais freqliente, totalizando 85% dos casos *. A
prevaléncia da hemofilia A varia de 1/20.000 a 1/10.000 individuos, enquanto para a
hemofilia B é de 1/30.000 a 1/50.000 °.

As hemofilias caracterizam-se clinicamente pelo aparecimento de
sangramentos, que ocorrem apos traumatismos de intensidade minima. Contudo,
muitas manifestacbes hemorragicas acontecem sem associacdo com traumas
evidentes. A frequéncia e a gravidade do quadro hemorrdgico estdo geralmente
relacionadas com as concentra¢c@es plasmaticas do fator deficiente, de modo que a
gravidade da doenca é diretamente proporcional ao grau de deficiéncia do fator °.
Desta forma, a quantificacdo do fator deficiente torna-se indispensavel para o
correto acompanhamento e tratamento da doenca.

Os pacientes com deficiéncias graves apresentam manifestacoes
hemorragicas de repeticdo e hemartroses graves, as quais, quando néo tratadas
adequadamente, evoluem para artropatias crbnicas e incapacitantes. Outras
complicacbes que podem acometer os pacientes hemofilicos sdo os hematomas
musculares, hematuria, sangramento gastro-intestinal, cistos hemorragicos,
complicacBes neurolégicas e outros tipos de sangramentos como epistaxes e
sangramentos de mucosas °.

O acompanhamento de um paciente hemofilico implica uma série de
providéncias, além da simples terapéutica de substituicdo feita com produtos
derivados do sangue, que devem conter o fator deficiente VIII ou IX, conforme o
caso °.

Ao longo da histéria, a complicacdo mais temida, secundaria ao
tratamento de reposi¢do dos hemofilicos, é a transmissdo dos virus da hepatite e do

HIV. Outras complicacbes sdo a depressdo da imunidade celular e o
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desenvolvimento de fendmenos tromboemboélicos’. Atualmente o aparecimento de

1,7,8

anticorpos neutralizantes que se ligam a epitopos do FVIII tem tido um

importante impacto tanto no sucesso quanto no custo do tratamento desses

° e é considerada a mais significativa complicacdo no tratamento da

pacientes
hemofilia *°.

O uso repetido de FVIII leva alguns portadores da hemofilia a
desenvolver anticorpos anti-fator VIII, os chamados inibidores. Os hemofilicos B
guase nunca desenvolvem inibidores de FIX, pois as preparacdes deste fator séo
pouco imunogénicas *.

Inibidores sdo assim chamados por inibirem a atividade tanto dos fatores

endoégenos quanto dos FVIII e FIX exdgenos administrados como terapia de
reposicdo ",
Inibidores s&o anticorpos policlonais 1gG “**, frequentemente 1gG4,
dirigidos contra epitopos do FVIII envolvidos na interacdo deste com outros fatores
da coagulacdo na formacdo do complexo protrombinase. Relato recente demonstrou
a presenca de anticorpos Ig-E anti-FVIII mediando um episédio de reacdo anafilatica
& administracéo de FVIII purificado de plasma humano e FVIII recombinante *2.

Os inibidores ndo ocorrem em todos o0s pacientes com hemofilia A,
embora ndo seja possivel determinar os riscos para o desenvolvimento do inibidor.
Algumas questdes criticas sao levantadas para compreender porque somente
alguns hemofilicos desenvolvem inibidores, e se é possivel prever o
desenvolvimento de inibidor em um individuo *2.

Os riscos para o0 desenvolvimento desses anticorpos parecem estar
relacionados tanto a fatores inerentes ao paciente quanto ao tipo de tratamento
realizado . As causas s&o multifatorias e envolvem fatores genéticos e ambientais.
Dentre elas, parecem estar implicadas a mutacdo genética para o FVIII, alelos de
classe | e Il do sistema HLA, genes reguladores da producdo de citocinas e da
resposta imune, o tipo e severidade da hemofilia, etnia e historia familiar de
presenca do inibidor *41>0171819 5 genétipo do FVIII parece representar a maior
influéncia para o desenvolvimento de inibidores, sendo a inversdo no intron 22 a
mais envolvida, com uma prevaléncia de inibidor de cerca de 21%. Em dois estudos
realizados em pacientes hemofilicos com inversédo no intron 22, foram pesquisados
0 gendtipo HLA desses individuos, e os alelos de classe || DQA0102, DQB0602 e
DR15 foram encontrados com mais frequiéncia em pacientes com inibidores do que
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sem. Quando comparada a influéncia da raca na formacéo dos inibidores, Scharrer

e col

demonstraram que a incidéncia de inibidores com hemofilia grave foi o dobro
em africanos quando comparados com brancos. Entre irméos, a incidéncia de
inibidores é de 50%, enquanto que em n&o irméos é de 09% *°. Fatores de risco ndo
inerentes tém sido investigados, incluindo idade do primeiro tratamento, tipo e
intensidade do tratamento e modo de administracéo 2. Estudos recentes sugerem
gue o risco de aparecimento dos inibidores também esteja associado com o tipo de
concentrado de fator utilizado 2. A influéncia do tipo de concentrado de FVIII em
pacientes com hemofilia A grave ainda é controversa. Estudos prospectivos
comparando a influéncia do uso de concentrado de FVIII derivado de plasma e
concentrado de FVIII recombinante (FVIlIr) no desenvolvimento de inibidores,
demonstrou um risco 2,5-3,0 vezes maior com o0 uso do FVIlir em pacientes nao
tratados previamente 23, mas ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
os dois tratamentos em pacientes previamente tratados 2*.

Inibidores transitérios usualmente aparecem em baixos niveis, e
desaparecem espontaneamente com a continuagdo do tratamento de reposicao
dentro de seis meses ap6s a ocorréncia %°.

O desenvolvimento de inibidores com capacidade de neutralizar a fungao
do FVIII ocorre em 20 a 30% de pacientes com hemofilia A grave tratados com
terapia de reposicdo. Raramente inibidores de FVIII podem aparecer em pacientes

9,15,16,21,22

com hemofilia leve ou moderada e em geral os episédios de sangramento

sdo semelhantes aos da hemofilia adquirida *%°.

A incidéncia de inibidores na hemofilia B € muito menor que na hemofilia
A, podendo ser considerado um evento incomum, variando entre 3-5% dos
pacientes, com uma incidéncia cumulativa de até 7,5% '©%2"2% As complicacdes do
aparecimento de inibidores de FIX em pacientes com hemofilia B sado o
desenvolvimento de sindrome nefrética e/ou reacOes alérgicas sistémicas

anafilaticas ou anafilactéides aos concentrados de FIX 112228,

A presenca de inibidores em pacientes com hemofilia é suspeitada
guando o paciente nao responde ao tratamento padrdo, sendo que 0s sangramentos
espontaneos ocorrem com mais freqiiéncia em pacientes com inibidores do que sem
22

Nos pacientes com inibidores neutralizantes de fator, terapias alternativas

sd0 necessarias, como uso de FVIII porcino, CCPA ativado ou rFVila ?°. O
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tratamento com CCPA ou rFVlla é mais efetivo, porém mais caro que o concentrado

de FVIII usual %.

As sérias consequéncias da presenca de inibidor de FVIII em pacientes
com hemofilia A tém estimulado a pesquisa para eliminar a presenca do inibidor
através da inducdo de tolerdncia imunolégica. Tentativas para induzir tolerancia
imunologica envolvem o uso de drogas imunossupressoras, em particular
esterdides, ciclofosfamida e azatioprina *°, a utilizacdo de infus&o continua de FVIII

31

em altas doses e recentemente protocolos para a utlizacdo do anticorpo

monoclonal anti-CD20 (rituximab) tem sido experimentados com sucesso 2432,

A triagem para a pesquisa de inibidores de FVIII e FIX pode ser feita
simplesmente pela diluicdo 1:1 do plasma do paciente com pool de plasma normal e
realizagdo do TTPA, onde, na presencga de inibidores neutralizantes, ndao ocorre a
correcdo do teste pela presenca do plasma normal *. Desde a primeira publicacdo
por Kasper e col. em 1975, o ensaio Bethesda tem sido o método laboratorial mais
utilizado para a quantificacdo dos anticorpos inibidores de FVIII e FIX no plasma
1118 "por definicdo, 1 (uma) unidade Bethesda (BU) corresponde & quantidade de
anticorpos que neutraliza 50% do FVIIl ou FIX em 1 (um) ml de plasma normal *°. O
ensaio Bethesda revela exclusivamente inibidores de FVIII que utilizam sua estrutura
molecular como mecanismo neutralizante. Outros anticorpos anti-FVIII sdo formados
em resposta a terapéutica de administragcdo de FVIII exdgeno que reconhecem
dominios do FVIII n&o relevantes para a sua atividade pré-coagulante *°. Em 1995,
Verbrugen e colaboradores desenvolveram duas modificagdes do ensaio Bethesda —
0 ensaio Nijmegen * — que tem aumentado a especificidade e sensibilidade do teste
na presenca de inibidores de baixo titulo *°. Protocolos de diagnéstico e dosagem de
inibidores recomendam a confirmagdo da dosagem pelo método Bethesda pelo

ensaio modificado de Nijmegen

. Tanto o método de Bethesda quanto as
modificacdes de Oxford e Nijmegen consistem numa medida indireta dos inibidores,
baseados em que uma conhecida concentracdo de FVIII € neutralizada apés
incubacdo a 37°C, pela presenca do inibidor no plasma do paciente %.
Recentemente outros ensaios para triagem e quantificacdo de inibidores tém sido
descritos, baseados em métodos imunoenzimaticos ? e estudos tem sido realizados

a fim de comparar o desempenho deste Ultimo em relagdo aos ensaios tradicionais 2.
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A andlise laboratorial para o diagnéstico e acompanhamento das
hemofilias é de vital importancia, visto que disso depende a escolha correta do
tratamento a ser utilizado *.

O Hemocentro Regional de Maringa esté ligado a Hemorrede publica do
estado do Parana e atende a uma regidao que compreende 30 municipios, com uma
populacdo de 663.083 habitantes. Atende, em média, 1086 candidatos a doacao
mensalmente, e transfunde cerca de 533 hemocomponentes/més em pacientes de
hospitais de Maringé e regido. Realiza transfusdes a nivel ambulatorial e coordena
as acoes de hemovigilancia no Hospital Universitario Regional de Maringé, ao qual
esta vinculado. O Ambulatério de Hematologia atende pacientes portadores de
anemias e coagulopatias, dentre estas, portadores de hemofilia A, hemofilia B e
Doenca de Von Willebrand, totalizando cerca de 80 pacientes cadastrados oriundos
de Maringa e municipios da regido. O Hemocentro disp6e de estoques de
concentrados de fatores da coagulacéo para o tratamento de tais pacientes, porém
ndo oferece suporte laboratorial para o diagndstico e acompanhamento dos
mesmos. Vale ressaltar que em nossa regido, nenhum outro laboratério da rede
publica dispde deste servi¢o, sendo necesséario o deslocamento dos pacientes até a
cidade de Curitiba — distante 450 km de Maringa - para a realizacdo de exames
laboratoriais.

Deste modo, o objetivo deste estudo foi disponibilizar no Hemocentro
Regional de Maring4, exames de triagem e diagnéstico das coagulopatias, em
particular das hemofilias, e o acompanhamento dos pacientes hemofilicos atendidos

no servico quanto a pesquisa e dosagem de inibidores de FVIIl e FIX.

MATERIAL E METODOS

Implantac&o do Laboratorio de Hemostasia

Para determinar o nimero de amostras para validacdo das técnicas
laboratoriais, utilizou-se o calculo do tamanho da amostra para proporcao
populacional, com erro = 10%, nivel de confianca = 95% e significancia = 5%, onde
n = 96. As amostras foram coletadas de doadores de sangue do Hemocentro
Regional de Maring4, de ambos os sexos e qualquer idade dentro dos limites
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aceitaveis para a doacdo, ap6s aprovacdo do candidato a doacdo pela triagem
clinica e hematolégica, e ciéncia e anuéncia dos mesmos através de assinatura do
termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A).

Foram elaborados Manuais de Procedimento Operacional Padréo
(POP’s), de acordo com o modelo utilizado no Hemocentro Regional de Maringa,
para todas as técnicas a serem implantadas neste servico (Anexos B-H).

As amostras foram coletadas durante o procedimento da doacédo de
sangue, no momento em que sdo coletadas as amostras para 0S exames
sorolégicos e imunohematoldgicos. Para cada doador foram obtidas duas amostras
de sangue em tubo a vacuo com anticoagulante citrato de sédio a 3,2% (Vacutainer
®, BD). As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 10°C, para a
obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP). De cada tubo primério foram
retirados 0 mesmo volume de plasma néo ultrapassando os 2/3 superiores do PPP,
para a preparacdo de um pool e separacdo em duas aliquotas em tubos tipo
Eppendorf, congeladas a -80°C.

Uma das aliquotas foi enviada ao Laboratorio de Hemostasia do
Hemocentro de Botucatu, acondicionada em gelo seco e a outra foi utilizada para os
testes no Hemocentro Regional de Maringad. Foram realizados paralelamente no
Hemocentro de Botucatu e Hemocentro Regional de Maringa os testes TP, TTPA e
Dosagem de Fibrinogénio.

No Hemocentro Regional de Maringd os exames foram realizados em
equipamento semi-automatico Fibrintimer 1l (DADE Behring ®). Para a realizacao do
TP, utilizou-se o reagente Tromborel® S (DADE Behring ®), para o TTPA utilizaram-
se o0s reagentes Actin® e CaCl, (DADE Behring ®), e para a Dosagem de
Fibrinogénio o kit utilizado foi o Multifiboren* U (DADE Behring ®). Para a realizagao
das curvas de calibragcdo do TP e Dosagem de Fibrinogénio utilizou-se o Plasma
Humano Padrédo (DADE Behring ®) e em cada bateria de exames foi utilizado como
controle o Plasma de Controle Normal (DADE Behring ®). As técnicas foram
executadas conforme instrugdes do fabricante e descritas nos POPs.

No Hemocentro de Botucatu o0s exames foram realizados em
equipamento automatizado Sysmex CA-1500 (DADE Behring ®). Para a realizacao
do TP, utilizou-se o reagente Tromborel® S (DADE Behring ®), para o TTPA
utilizaram-se os reagentes Actin® e CaCl, (DADE Behring ®), e para a Dosagem de
Fibrinogénio o kit utilizado foi o Multifioren* U (DADE Behring ®). Para a realizagao
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das curvas de calibracdo do TP e Dosagem de Fibrinogénio utilizou-se o Plasma
Humano Padrédo (DADE Behring ®) e em cada bateria de exames foi utilizado como
controle o Plasma de Controle Normal (DADE Behring ®). As técnicas foram
executadas conforme instrugdes do fabricante e descritas nos POPs.

Para a comparacado dos resultados foram utilizados os testes estatisticos
de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para a verificacdo da normalidade dos
dados e os teste t de Student e Wilcoxon para dados pareados como teste de

hipétese *°.

Acompanhamento laboratorial dos pacientes hemofilicos

Os pacientes constantes no cadastro de coagulopatias do Hemocentro
Regional de Maringa, como portadores de hemofiia A ou hemofilia B,
compareceram ao servico mediante convocacdo via telefone ou correio para
atualizacdo de cadastro e/ou coleta de amostra para a realizacdo dos exames. As
amostras de sangue dos pacientes foram coletadas ap0s ciéncia e anuéncia dos
mesmos através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e/ou solicitacao
de exames preenchida pelo médico do Ambulatorio de Hematologia do Hemocentro
Regional de Maringa.

De cada paciente foram coletadas duas amostras de sangue em tubo a
vacuo com anticoagulante citrato de sodio a 3,2% (Vacutainer ®, BD). As amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 10°C, para a obtenc&o do plasma
pobre em plaquetas (PPP). De cada tubo primario foram retirados o mesmo volume
de plasma néo ultrapassando os 2/3 superiores do PPP, para a preparacao de um
pool e separacdo em duas a quatro aliquotas em tubos tipo Eppendorf, congeladas
a -80°C.

Para cada paciente foram realizados os seguintes exames: TTPA,
pesquisa de inibidor pelo teste de mistura e dosagem do FVIII ou IX. Para os
pacientes com pesquisa de inibidor positiva, foi realizada a dosagem do inibidor pelo
método de Bethesda.

Os exames foram realizados em equipamento semi-automatico
Fibrintimer Il (DADE Behring ®). Para a realizacdo do TTPA e teste de mistura
utilizaram-se os reagentes Actin® e CaCl, (DADE Behring ®), e para a dosagem de
FVIII ou FIX, além dos reagentes para o TTPA utilizou-se também Plasma Deficiente
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em FVIII ou Plasma Deficiente em FIX (DADE Behring ®). Para a realizacdo das
curvas de calibracdo para dosagem de FVIII e FIX utilizou-se o Plasma Humano
Padrao (DADE Behring ®) e em cada bateria de exames foi utilizado como controle
o Plasma de Controle Normal (DADE Behring ®). As técnicas foram executadas
conforme instrugcdes do fabricante e descritas nos POPs.

Este projeto foi submetido ao Comité Permanente de Etica e Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa, obtendo

aprovacao em 01/09/2006 (cOpia em anexo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Implantacéo do Laboratério de Hemostasia

Para a validacdo das técnicas a serem implantadas foram coletadas 153
amostras de doadores de sangue para obtencdo do n de 96 amostras. Varias
amostras foram perdidas, principalmente devido a falhas no procedimento de coleta,
em relacdo a propor¢cdo do volume de sangue anticoagulante. Algumas amostras
intensamente lipemicas nao possibilitaram a leitura em algumas reacdes. As
amostras foram analisadas paralelamente no Hemocentro de Maringa e Hemocentro
de Botucatu — Laboratério de Hemostasia. Os resultados do TTPA foram expressos
em R — razao entre o tempo de coagulacdo de um pool de plasma normal e o tempo
de coagulacdo do plasma em analise. O pool de plasma normal utilizado pelos dois
hemocentros foi o mesmo. O TP foi expresso em porcentagem de atividade de
protrombina, calculada através da relacdo estabelecida entre o tempo de
coagulacdo e a porcentagem de atividade da protrombina em uma curva de
calibracdo realizada com plasma humano normal conhecido. O valor do RNI é
calculado a partir da atividade de protrombina e do ISI do reagente utilizado. Os
resultados da dosagem de fibrinogénio foram expressos em mg/dl, também a partir
da converséao do tempo de coagulacao pela curva de calibracao.

A Tabela 1 mostra os resultados dos testes estatisticos aplicados para

verificacdo da normalidade das amostras.
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TABELA 1 - Testes de normalidade segundo Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
n p N p
TTPAL 119 0,200 119 0,543
TTPA2 119 0,200 119 0,017
TP RNI1 96 0,021 96 0,025
TP RNI2 96 ,0083 96 0,216
TP%1 96 0,001 96 0,003
TP%2 96 0,100 96 0,190
FIB1 107 0,200 107 0,301
FIB2 107 0,057 107 0,204

TTPAL, TP RNI1, TP%1 e FIB1:resultados obtidos no Hemocentro de Maringa.
TTPA2, TP RNI2, TP%2 e FIB2:resultados obtidos no Hemocentro de Botucatu.

Para os resultados de TTPA, TP RNI e TP%, os valores de p n&do foram
maiores que 0,05 em todas as analises, e por isso ndo sao considerados normais.
Para dados pareados ndo normais, foi utilizado para a verificagdo da hipotese o
Teste de Wilcoxon. Os resultados da dosagem de fibrinogénio apresentaram valores
de p maiores que 0,05 em todas as analises e para dados pareados normais foi
utilizado o teste t de Student. Os resultados das andlises estatisticas estdo
apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - Comparacéao entre os resultados obtidos no Hemocentro Regional de
Maringa e Hemocentro de Botucatu — Laboratério de Hemostasia pelo teste de
Wilcoxon e Teste t de Student

Teste de Wilcoxon Teste t de Student
TTPA2 -TTPAl TP RNI2 - TP RNI1 TP%2 - TP%1 FIB1 - FIB2
t -5,713
Z -5,120 -0,205 -4,954
p 0,000 0,838 0,000 0,000

TTPAL, TP RNI1, TP%1 e FIB1:resultados obtidos no Hemocentro de Maringa.
TTPA2, TP RNI2, TP%?2 e FIB2:resultados obtidos no Hemocentro de Botucatu.
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A Tabela 2 mostra os valores de p < 0,05 para os resultados de TTPA,
TP% e dosagem de fibrinogénio, significando que os resultados séo estatisticamente
diferentes.

Os exames foram realizados paralelamente no Hemocentro de Maringa e
Hemocentro de Botucatu — Laboratorio de Hemostasia, utilizando-se o método
coagulométrico, onde se mede o tempo de formacao da fibrina no plasma citratado
apos a adicdo de um reagente ativador do mecanismo de coagulacdo. No entanto,
as técnicas utilizadas foram diferentes. No Hemocentro de Maringd, utilizou-se a
técnica semi-automatizada pelo equipamento Fibrintimer 1l (DADE Behring®), onde
a leitura do tempo de formacdo do coagulo de fibrina é automatica, porém a
pipetagem do plasma e dos reagentes € manual. No Hemocentro de Botucatu o
equipamento utilizado foi o Sysmex CA-1500 (DADE Behring®), que é totalmente
automatizado. A interferéncia da pipetagem manual em uma das técnicas pode ser
um dos fatores que determina a diferenca entre os resultados.

Os resultados entdo foram comparados em relacdo aos valores de
referéncia utilizados pelo Laboratério de Hemostasia do Hemocentro de Botucatu,
neste trabalho considerado o laboratério de referéncia, e os resultados estdo

apresentados nas Figuras 1, 2 e 3.
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FIGURA 1 - Comparacao entre os resultados de TTPA — valores expressos em R —
obtidos no Hemocentro Regional de Maringh e Hemocentro de Botucatu -
Laboratério de Hemostasia, em relacédo aos valores de referéncia



22

A Figura 1 mostra os resultados de TTPA obtidos nos dois servigos
comparados com o valor de referéncia utilizado pelo laboratério de Hemostasia do
Hemocentro de Botucatu, de R < 1,25. Podemos observar que embora varios pontos
apresentem uma diferenca significativa entre os valores de R, um Unico ponto ficou
acima do valor de referéncia, e a alteragéo foi concordante em ambos 0s servigos.
Considerando que as especificagcbes do reagente ndo apresentam valor de
referéncia para R e os resultados do Hemocentro Regional de Maringd foram
coerentes com o valor padronizado pelo Hemocentro de Botucatu, adotamos como
valor de referéncia em nosso servigo o valor de R < 1,25.
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FIGURA 2 - Comparacado entre os resultados de TP — valores expressos em % —
obtidos no Hemocentro Regional de Maringh e Hemocentro de Botucatu -
Laboratério de Hemostasia, em relacédo aos valores de referéncia

A Figura 2 mostra os resultados de TP expressos em atividade de
protrombina comparados com o valor de referéncia de TP > 70%, valor este tanto
padronizado pelo Hemocentro de Botucatu quanto o descrito nas especificagcdes do
reagente. Comparando os valores encontrados pelos dois servigos com o valor de
referéncia, observamos que mesmo havendo diferenca entre os valores, 100% das
amostras coincidiram no que diz respeito ao se encontrarem dentro da faixa de

normalidade. Além disso, observando o comportamento do grafico, percebemos
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uma tendéncia dos resultados obtidos nos dois servicos acompanharem as
variacOes de valores entre as amostras.

A principal dificuldade no uso do TP para o controle terapéutico dos
anticoagulantes orais € o grau de variacdo na sensibilidade apresentada por
diferentes tromboplastinas comerciais a reducéo dos fatores de coagulacéo induzida
pela medicacdo, sensibilidade esta que depende do método de preparacdo deste
reagente. Assim, este problema despertou os estudiosos para a necessidade de se
criar um método de padronizagdo do TP, diminuindo-se a variagdo interlaboratorial
3 Para isso, foi necessario estabelecer um modelo de calibracdo das
tromboplastinas, onde o primeiro lote obtido de cérebro humano como referéncia
internacional teve indice de sensibilidade igual a 1,0. Desde entdo novos lotes de
tromboplastina tem sido desenvolvidos e através de plasma padrdo, a sensibilidade
a reducao dos fatores de coagulacao € testada para cada tromboplastina produzida,
e acha-se um valor numérico denominado indice de Sensibilidade Internacional (ISI).
Assim, em 1983, A Organizacdo Mundial de Saude propds um modelo de
padronizacdo do resultado de TP, a Razdo Normatizada Internacional (RNI), que é
calculada através da relacdo entre os valores de TP do paciente e do controle
normal (R) e eleva o valor de R ao ISI.

Dois plasmas de igual atividade poderdo ter com cada tromboplastina
diferentes R, mas terdo idénticos RNI. Isto pdde ser observado quando comparamos
os resultados de RNI obtidos pelo Hemocentro de Maringd e Hemocentro de
Botucatu - Laboratério de Hemostasia (Tabela 2). O teste estatistico mostrou que
ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os dois servicos
(p > 0,05).

Isto demonstra que as condicbes de trabalho para o TP estéo
satisfatdrias apesar da diferenca que houve entre os resultados de TP expressos em
porcentagem de atividade.

A Figura 3 mostra a variagao entre os resultados TP expressos em RNI.
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FIGURA 3 - Comparacgao entre os resultados de TP — valores expressos em RNI —
obtidos no Hemocentro Regional de Maringd e Hemocentro de Botucatu -
Laboratério de Hemostasia, em relacdo aos valores de referéncia

A Figura 4 mostra os resultados da dosagem de fibrinogénio contra os

valores de referéncia estabelecidos pelo fabricante e os valores utilizados pelo
Laboratério de Hemostasia de Botucatu.
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FIGURA 4 - Comparacéo entre os resultados de dosagem de fibrinogénio — valores
expressos em mg/dl — obtidos no Hemocentro Regional de Maringa e Hemocentro
de Botucatu — Laboratério de Hemostasia, em relagéo aos valores de referéncia

Considerando os valores de referéncia do fabricante, 12 (11,2%)

amostras apresentaram discordancia em relacdo ao intervalo de referéncia, sendo
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gue 7 (6,5%) discordaram entre valores normais e acima do intervalo de referéncia e
5 (4,7%) discordaram entre valores normais e abaixo do intervalo de referéncia.
Quando comparamos os resultados com o intervalo de referéncia utilizado pelo
Laboratorio de Hemostasia do Hemocentro de Botucatu, apenas 2 (1,9%) amostras
apresentaram resultados discordantes em relagcéo ao intervalo de referéncia, sendo
1 (0,9%) entre valor normal e acima e 1 (0,9%) entre valor normal e abaixo do
intervalo de referéncia. Considerando que os valores de referéncia expressos na
bula dos kits diagnésticos geralmente expressam valores obtidos em uma populacéo
especifica com uma técnica determinada, o ideal é que cada servico estabeleca
seus valores de referéncia de acordo com sua populacéo e as condicdes de trabalho
locais. Considerando que para o estudo, utilizou-se uma populagcdo normal
(doadores de sangue), e que a variagcdo encontrada para a dosagem de fibrinogénio
assemelhou-se mais quando comparada com os valores de referéncia do
Hemocentro de Botucatu, sugerimos a utilizacdo destes valores também para a
populacao de Maringd e regiao.

Vale ressaltar que um resultado de um exame laboratorial nunca deve ser
interpretado isoladamente, mas sim em conjunto com a clinica apresentada pelo
paciente. No caso especifico dos exames para a avaliagdo da hemostasia, muitos
fatores interferem na qualidade do resultado final. Fatores pré-analiticos como
tempo de coleta; intensidade do garroteamento; transferéncia de tecido para o tubo
de amostra; tipo de puncdo: preenchimento correto do volume de sangue em
relacdo ao anticoagulante; mistura do sangue ao anticoagulante; centrifugacdo e
separacao do PPP; tempo e temperatura de espera antes da realizacdo do exame,
sdo determinantes no resultado da analise laboratorial. Condi¢Bes inerentes ao
individuo, como o valor do hematécrito, podem alterar os resultados do TP e do
TTPA, sendo necessario ajustar o volume do anticoagulante quando o hematdcrito
estiver abaixo ou acima do valor de referéncia. Fatores analiticos como calibracao
de pipetas e equipamentos, reconstituicdo adequada dos reagentes, revisao
periédica das curvas de calibracdo e uso de controles em todas as baterias de
exames devem ser observados sempre a fim de evitar erros e falsos resultados 2.

Deste modo consideramos que embora o0s testes estatisticos
apresentassem valores estatisticamente diferentes para os resultados de TTPA, TP
em porcentagem de atividade da protrombina e dosagem de fibrinogénio,
consideramos satisfatérios os resultados encontrados pelo Hemocentro de Maringa
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guando comparados com o Laboratério de Hemostasia do Hemocentro de Botucatu,
nesta analise considerado o laboratério de referéncia, visto que em 100% dos
resultados de TTPA, 100% dos resultados de TP expressos porcentagem de
atividade da protrombina e RNI, e 98,1% dos resultados de dosagem de
fibrinogénio, a diferenca de resultados encontrada entre os dois servigos néao altera
a sua interpretacdo no que diz respeito a comparacdo com o0s intervalos de
referéncia.

Para estabelecer o valor de referéncia do teste de mistura para pesquisa
de inibidores (R, onde R = TTPA pés-incubacado / TTPA pré-incubacao), calculou-se
a média mais um desvio padrdo (DP) das amostras dos doadores de sangue.
Considerando a distribuicdo de Gauss, a média mais dois desvios padrdo
corresponde ao intervalo onde se encontram 95% dos valores encontrados, sendo
este o calculo freqlentemente utilizado para se estabelecer intervalos de valores de
referéncia %. No caso da pesquisa de inibidores, esta é positiva quando o valor se
encontra fora do intervalo de referéncia, isto é, acima do R. Em pacientes com
baixos titulos de inibidores, a razdo pode se encontrar muito proéxima da média
obtida pelo teste de mistura em individuos normais, e a utilizacdo de um intervalo de
referéncia mais distante da média poderia apresentar resultados falso negativos
nestes casos. Isto pdde ser observado na pesquisa de inibidores em dois pacientes
hemofilicos, cujo R ficou proximo da média dos doadores mais 1 DP , e a dosagem
confirmou a presenca de inibidor de baixo titulo (1 UB/ml). Deste modo, preferiu-se
estabelecer o valor de R sendo a média encontrada no teste de mistura das
amostras de doadores de sangue mais um desvio padrdo, aumentando a
sensibilidade do teste e evitando resultados falso-negativos. O R estabelecido foi
entdo de 1,38.

A Figura 5 mostra as variacdes entre os valores de R encontrados nos

doadores.



27

1,8

e A
B R T

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96 101106
AMOSTRAS

VALORES DE R

—— R doadores Maringd —— xR + 1DP

| n=106 x = 1,30 DP = 0,08 CV=6,3% |

FIGURA 5 - Variacdo entre os valores de R encontrados nos doadores de sangue
do Hemocentro Regional de Maringa.

Acompanhamento laboratorial dos pacientes hemofilicos

O Hemocentro Regional de Maringa possui 72 pacientes cadastrados
com coagulopatias. A distribuicdo conforme o diagnostico esta representada na

Figura 6.
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FIGURA 6 - Distribuicdo das coagulopatias cadastradas Hemocentro Regional de
Maringé
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A Figura 7 mostra o comparativo entre 0s percentuais de coagulopatias
cadastrados no Hemocentro Regional de Maringa em relacdo aos dados do estado

do Parana, Hemocentro de Botucatu, estado de S&o Paulo e Brasil.
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FIGURA 7 - Percentual de coagulopatias: comparacdo entre Maringa,
Parand, Botucatu, S&o Paulo e Brasil.

Dos 49 pacientes cadastrados como hemofilicos A, compareceram no
servico para coleta de material para a realizacdo de exames laboratoriais 41
pacientes, no periodo compreendido entre marco a dezembro de 2007. As amostras
foram coletadas desde que o paciente estivesse sem uso concentrado de FVIII por
pelo menos 72 horas.

Os 06 pacientes cadastrados com hemofilia B compareceram ao servi¢co
para a coleta dos exames laboratoriais. Do mesmo modo, as amostras foram
coletadas desde que os pacientes estivessem sem uso concentrado de FIX por pelo
menos 72 horas.

A tabela 3 mostra a distribuicdo dos resultados das dosagens de FVIIl e
FIX, agrupados conforme a classificacdo das hemofilias em grave, moderada e leve

0 e o resultado da pesquisa de inibidores realizada pelo Teste de Mistura.
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TABELA 3 - Classificacdo das hemofilias cadastradas no Hemocentro Regional de
Maringa e presenca de inibidores

HEMOFILIA A HEMOFILIA B
Dosagem FVIII Pesquisa inibidor Dosagem FIX Pesquisa inibidor
pos pos
< 1% (grave) 17 06 0 0
1-5% (moderada) 15 0 01 0
>5%-<40% (leve) 09 0 05 0
TOTAL 41 06 06 0

Os pacientes que apresentaram Pesquisa de Inibidores positiva tiveram os
titulos quantificados através do método Bethesda. S&o considerados inibidores de
baixa resposta titulos persistentemente menores que 05 (cinco) UB/ml, apesar do
constante estimulo com o fator deficiente. Inibidores de alta resposta sdo aqueles
cuja atividade inibitéria seja maior que 05 (cinco) UB/ml em qualquer momento da

40

existéncia do inibidor Os resultados da dosagem de inibidores de FVII

encontrados estdo mostrados na Figura 9.
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FIGURA 9 - Resultados das dosagens de inibidores de FVIII realizadas nos
pacientes com pesquisa de inibidores positiva
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Os pacientes 1, 2 e 5 jA apresentavam pesquisa de inibidor positiva
realizada no HEMEPAR - Curitiba. As dosagens de inibidores foram realizadas em
duas amostras diferentes durante o periodo do estudo nos pacientes 1, 3, 4 e 5. No
paciente 2, a amostra coletada para a pesquisa de inibidor e dosagem de FVIII ndo
foi suficiente para a conclusédo da dosagem e o0 paciente ndo retornou ao servico
para coleta de nova amostra no restante do periodo do estudo. A deteccdo do
inibidor e a respectiva dosagem no paciente 6 ocorreu no final do periodo de estudo,
nao havendo oportunidade para a realizacao de nova coleta de amostra. O paciente
1 apresentou uma titulacdo de baixa resposta (1,2 UB/ml) e uma de alta resposta
(41,6 UB/ml). O paciente 3 apresentou titulos de alta resposta em ambas as
dosagens (32,8 e 128 UB/ml), sendo realizada também uma dosagem de inibidor no
HEMEPAR - Curitiba, onde foi detectado um titulo de 380 UB/ml. O paciente 4
apresentou inibidores de baixa resposta nas dosagens realizadas em Maringa (1,0 e
4,0 UB/ml) e também em uma dosagem realizada no HEMEPAR, de 1,3 UB/ml. O
paciente 4 apresentou inibidor de alta resposta nas duas dosagens realizadas em
Maringa (6,4 e 6,8 UB/ml). O inibidor detectado no paciente 6 apresentou

comportamento de baixa resposta (1 UB/ml).

Na Tabela 4, comparamos o percentual de inibidores encontrado no
Hemocentro Regional de Maringad em relacdo ao niumero de pacientes classificados

como hemofilicos graves, com o encontrado no Parand e Brasil.

TABELA 4 - Frequéncia de inibidores: comparacéo entre os indices encontrados no
Hemocentro Regional de Maringa com os indices do Parand, Botucatu, Sdo Paulo e
Brasil.

Maringa Parana Botucatu Séo Paulo Brasil
Frediencia 35,3% 13.4% 21,7% 10,3% 20%
Hemofilia Grave* 06 (17) 23 (171) 05 (23) 75 (726) (1831)
_Fr_eq[]éncia 12.5%
inibidores
Hemofilia 01 (08)
Moderada**

* Numero de pacientes com inibidores em relagéo ao total com hemofilia grave
** NUmero de pacientes com inibidores em relacao ao total com hemofilia moderada
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Dados apresentados na literatura relatam uma incidéncia de inibidores de
FVIII em pacientes com hemofilia A grave tratados com terapia de reposicdo em
torno de 20-30%, podendo ser encontrados indices de até 52% em alguns estudos
71011,14.16,1729.3041 " Na hemofilia grave, com a completa auséncia do FVIII, o fator
exogeno administrado é reconhecido como estranho e isto estimula o
desenvolvimento do inibidor. Nas hemofilias moderada e leve, geralmente os
episddios de sangramento sdo relativamente discretos e a utilizacdo dos
concentrados de fator € menor que na hemofilia grave. Nos hemofilicos cadastrados
no Hemocentro Regional de Maringa, os inibidores apareceram somente em
pacientes com hemofilia A grave, correspondendo a 35,3% deste grupo e 12,8% do
total de hemofilicos, A e B, pesquisados. Os dados encontrados em Maringa
corroboram com o descrito na literatura, embora seja significativamente maior que o
encontrado no Hemocentro de Botucatu e descrito nos estados do Parana, Sao

Paulo e Brasil *.

A ocorréncia de inibidores nos pacientes cadastrados no
Hemocentro de Botucatu foi de 21,7% dos portadores de hemofilia A grave e 12,5%
das hemofilias A moderadas. Normalmente, o aparecimento de inibidores na
hemofilia leve ou moderada esta associada com o tipo de mutacdo do gene do FVIII,
e sua prevaléncia é em média 3-13% 2>*3,

Ressaltamos ainda que dos 06 pacientes com pesquisa de inibidor
positiva, 3 foram novos diagnésticos, e o acompanhamento laboratorial periddico
desses pacientes é necessério a fim de se avaliar a persisténcia destes inibidores,
bem como sua titulagdo, visto que em torno de 30% dos inibidores encontrados,
principalmente na infancia, séo transitorios, e tendem a desaparecer em torno de 6
meses ap6s o seu desenvolvimento #°.

Durante o periodo do estudo, ainda foram realizados exames de
pacientes encaminhados ao Ambulatério de Hematologia do Hemocentro Regional
de Maringa para investigacao de disturbios de coagulacdo, bem como de familiares

de pacientes hemofilicos.
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CONCLUSAO

A qualidade do resultado final de uma analise laboratorial depende de
uma série de fatores, que incluem condi¢des inerentes ao paciente, como a coleta
de sangue, preparo da amostra, reagentes, equipamentos, recursos humanos, entre
outros. No que se refere ao estudo laboratorial da hemostasia, alteracdes no
resultado podem ocorrer por discretas falhas em um ou mais destes fatores.

Na comparacdo dos resultados obtidos pelo Hemocentro Regional de
Maringd em relacdo ao laboratério de referéncia do Hemocentro de Botucatu,
observamos que embora os testes estatisticos apresentassem diferencas
significativas entre os resultados de TTPA, %TP e dosagem de fibrinogénio, quando
comparados aos valores de referéncia, a interpretacdo do que seria um resultado
dentro dos valores normais ou alterados, houve concordancia de 100% entre os
resultados de TTPA e %TP, e 98,1% dos resultados de dosagem de fibrinogénio.
N&o houve diferenca significativa entre os valores de RNI, concordando com os
dados da literatura que descrevem que o RNI deve possuir o mesmo valor para a
mesma amostra em diferentes condi¢cdes de trabalho. Desta forma, consideramos
que as condi¢cbes de trabalho implementadas no Hemocentro de Maringa para a
realizacdo de exames para o estudo da hemostasia encontram-se satisfatorias.

Durante o periodo de estudo, trés novos casos de presenca de inibidores
foram detectados em pacientes que apresentavam sangramento persistente com
resposta insatisfatéria ao tratamento convencional pelo concentrado de FVIII. A
deteccdo dos inibidores num menor periodo de tempo foi importante para a
determinacao na mudanca do protocolo de tratamento e obtencdo de melhora clinica
destes pacientes.

A realizacdo de exames de estudo da hemostasia no Hemocentro de
Maringad auxiliou no atendimento a pacientes encaminhados ao Ambulatério de
Hematologia, para investigacdo de histéria clinica de sangramentos e dosagens de
FVIII e FIX em familiares de pacientes hemofilicos.

A dosagem de FVIII no Hemocentro Regional de Maringd também
absorveu a demanda do setor de Controle de Qualidade de Hemocomponentes, na

realizacdo de dosagens nos plasmas frescos produzidos no servico.
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
NO ESTUDO.:
“Estudo Laboratorial de Pacientes Hemofilicos Cadastrados no Hemocentro

Regional de Maringa - PR”.

Justificativas, objetivos e procedimentos: O objetivo principal deste
projeto € implantar exames laboratoriais para o estudo da coagulacdo do sangue.
Uma vez que estes exames estejam sendo oferecidos pelo Hemocentro Regional de
Maringa, o estudo dos fatores de coagulacdo para confirmar o tipo de hemofilia e a
presenca ou nao de inibidor de fator, sera realizado nos pacientes hemofilicos
cadastrados no Ambulatério de Hematologia deste Hemocentro.

Desconforto e riscos: O desconforto se relaciona somente a picada da
agulha, que pode gerar um leve ardor no local da coleta. A coleta sera feita pela
técnica a vacuo, com material descartavel, sem risco de contaminacdo para o
participante.

Beneficios esperados: A determinacdo do tipo de hemofilia e a
existéncia ou nao de inibidor orienta corretamente o tratamento de reposicao a ser
escolhido pelo médico, melhorando a qualidade de vida dos hemofilicos.

Métodos alternativos existentes: os varios grupos de doengas que
afetam a coagulacdo normal do sangue causando sangramentos exagerados, tem
sinais e sintomas semelhantes, ficando bastante limitado o seu diagnostico somente
pelo exame clinico. Os exames laboratoriais sdo indispensaveis para o diagnéstico e
acompanhamento do tratamento de reposicao.

Assisténcia: Nao existem riscos para o participante deste estudo, pois a
coleta de sangue é simples e sera realiza por um técnico de enfermagem e/ou
bioquimico, mas o participante recebera assisténcia no Ambulatério de Hematologia
do Hemocentro, sob a responsabilidade do médico hematologista e/ou no Hospital
Universitario Regional de Maringa, se for necessério.

Esclarecimentos: Qualquer esclarecimento sobre o trabalho podera ser
fornecido pela pesquisadora deste projeto (dados abaixo).

Privacidade: O pesquisador do projeto garante que os dados do
participante serdo mantidos em segredo € 0 Seu nome nao Sera exposto nas

conclusdes ou publicagdes do estudo.
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Formas de ressarcimento e indenizacdo: O participante ndo tera
despesas na realizacdo destes exames e a sua participacao sera voluntaria, ou seja,
nao havera pagamento para o participante ou seu familiar.

Liberdade de recusar ou retirar o consentimento: O participante ou
seu responsavel tem a liberdade de recusar ou retirar 0 consentimento a qualquer
momento sem prejuizo ao seu cuidado.

Destino das amostras: As amostras restantes serdo descartadas
conforme os procedimentos determinados pelo Plano de Gestdo de Residuos do
Hospital Universitario Regional de Maringa.

Eu, ,

(responsavel pelo menor, se for o caso) apos ter lido e entendido as informacdes

e esclarecido todas as minhas duvidas referentes a este projeto com o Dr.
, CONCORDO
VOLUNTARIAMENTE, em participar do estudo (ou que o meu filho, se for o

caso) participe do

mesmo.

Data: / /

Assinatura (do participante ou seu responsavel)

Eu, Sandra de Souza Schiller, responsavel pelo projeto de pesquisa,
declaro que prestei todas as informacfes aos responsaveis e comprometo-me a
conduzir todas as atividades deste projeto de acordo com as normas da Resolucéo
196/96 CNS e complementares.
Data: / /

Assinatura do pesquisador

Sandra de Souza Schiller — Farmacéutica-Bioquimica
Rua Vereador Arlindo Planas, 774 — Maring4, PR
CEP: 87080-330

Fone: 44-3265-7599 / 44-8801-5263

E-mail: sandra-schiller@hotmail.com




Dra. Izolete Aparecida Thomazini Santos
Rua Floriano Simdes, 497 — Botucatu, SP
Fone: 14-3882-2520

E-mail: izolete@fmb.unesp.br

Comité Permanente de Etica e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Bloco 10 sala 01

Avenida Colombo, 5790 — Maringa, PR

CEP 87020-900

Fone-Fax: 44-3261-4444

E-mail: copep@uem.br
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ANEXO B — POP Tempo de Protrombina (TP)

@ PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO LAB-HEMOS
N POP 001/00
| TEMPO DE PROTROMBINA (TP)
Pagina: 1/3
Responsavel | Nome Data Rubrica Revisado Data Rubrica
Elaboracdo | SandraSchiller | Jun/200
7
Verificacdo
Aprovagéo
Ciéncia da
Garantia da
Qualidade Periodicidade: Revisao Anual
Responsavel | Nome Data Rubrica Item Alterado/Justificativa
Alteracao
Aprovacao
1.Principio:

A medicdo do TP constitui um teste de triagem rapido e sensivel para detectar transtornos da
coagulagdo no ambito do sistema extrinseco (fatores Il, V, VIl e X). O teste mede o tempo de
coagulacdo na presenca de uma concentracdo ideal de extrato tecidual (tromboplastina) e
indica a eficiéncia da via extrinseca da coagulacéo.

2. Escopo:

2.1 Laboratério de Hemostasia

3. Responsabilidade:

3.1 Bioguimico e técnico de laboratorio

4. Amostra:

4.1 Coletar amostra de sangue total em anticoagulante Citrato de Sodio 3,2%, sendo 9 partes
de sangue para 1 parte de anticoagulante.

4.2 Centrifugar a 3000 rpm e a 10°C durante 15 minutos para a obtencéo do plasma pobre em
plaguetas. Separar o plasma sobrenadante usando uma pipeta Pasteur plastica retirando os
dois tercos superiores do sobrenadante.

4.3 A amostra é estavel por 4 horas entre 15-25°C.

4.4 Caso 0 exame nao seja realizado dentro deste periodo, congelar a amostra a — 80°C.
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5. Reagentes e Materiais Necessarios:

5.1 Reagente Tromborel® S: tromboplastina liofilizada proveniente de placenta humana
5.2 Plasma humano padréo - Dade

5.3 Micropipeta automéatica de 50 pl

5.4 Micropipeta automatica de 100 pl

5.5 Ponteiras descartaveis

5.6 Tubos de ensaio plasticos descartaveis

5.7 Cubetas para coagulémetro

6. Equipamentos:

6.1 Centrifuga refrigerada de bancada Spin VI - Incibras
6.2 Coaguldometro Fibrintimer Il — Dade Behring ( FBT I1)

7. Controles:

7.1 Plasma controle normal — Dade Behring

8. Procedimento:

8A-Determinacao da curva de referéncia — preparar as diluicOes conforme o esquema a sequir:

% Plasma Padréo Diluicio  Plasma Padrao(ul) Solucao Fisiolégica (ul)
100% 1:1 50 -
50% 1:2 100 100
25% 1: 4 100 dil 1:2 100
12,5% 1:8 100 dil. 1:4 100

8A.1 Determinar o TP de cada diluicdo conforme a técnica no item 8B.

8A.2 Converter os valores percentuais do Plasma Padréo de acordo com o valor de cada lote.
8A.2 Inserir os valores do Plasma Padrdo e os respectivos tempos de coagulagédo na funcéo
Calibragéo, conforme descrito no manual do fabricante do equipamento FBT II.

8A.3 Uma nova curva de referéncia deve ser realizada sempre que se mudar o lote do
reagente Tromborel® S.

8B — Determinacéo do TP

8B.1 Reconstituir a tromboplastina em agua deionizada na quantidade indicada no rétulo. Levar
a 37°C por pelo menos 30 minutos antes do uso.

8B.2 Pré-aquecer as cubetas a 37°C no termobloco do FBT II.

8B.3 Pipetar em uma cubeta pré-aquecida, 50 ul de plasma do paciente.

8B.4 Incubar por 1 min a 37 °C.

8B.5 Transferir a cubeta para o canal de leitura.

8B.6 Adicionar 100 ul do reagente Tromborel® S, pré-aquecido a 37 °C.

8B.7 Aguardar o término da leitura.

8B.8 Imprimir o resultado acionando a tecla START (o tempo em segundos sera convertido em
% e RNI).

8B.8 Realizar o mesmo procedimento para o Plasma Controle Normal.
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9. Interpretacao dos resultados:

9.1 Valor de referéncia: acima de 70%.

9.2 As principais causas de prolongamento do TP sdo: uso de anticoagulantes orais
antagonistas da vitamina K; doenca hepatica; deficiéncia de vitamina K; coagulacéo
intravascular disseminada; deficiéncia de fator VII, X, V ou protrombina.

10. Documentacédo: Nao se aplica.

11. Recomendactes ou Precaucbes:

11.1 Observar os cuidados com biosseguranca, conforme o Manual de Biosseguranca do
Hemocentro Regional de Maringa.
11.2 Trabalhar em ambiente climatizado entre 20 — 24°C.

12. Referéncias:

12.1 Dacie, J.V, & Lewis, S.M. “Practical Haematology”. Churchill Livingstone, 2 ed, 1995.
12.2 Terra, P. “Coagulacao — Interpretacéo Clinica dos Testes Laboratoriais de Rotina”.
Atheneu, 3 ed, 2004.

12.3.Bula do reagente Tromborel® S - Dade Behring
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ANEXO C — POP Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)

@ PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO LAB-HEMOS
-3 POP 002/00
dEs TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL

ATIVADA (TTPA) pagina: 1/3

Responsavel | Nome Data Rubrica Revisado Data Rubrica

Elaboracdo | SandraSchiller | Jun/200
7

Verificacdo

Aprovacao

Ciéncia da

Garantia da
Qualidade Periodicidade: Revisdo Anual

Responsavel | Nome Data Rubrica Item Alterado/Justificativa

Alteracao

Aprovacao

1. Principio:

Este teste mede o tempo de coagulagédo do plasma pobre em plaquetas (PPP) apés a ativacao
dos fatores de contato, através da adicdo de um reagente fosfolipidio que ndo contém fator
tecidual, sendo por isso chamado de tromboplastina parcial. Este reagente deve ser capaz de
atuar como superficie de fosfolipidio, substituindo aquele representado fisiologicamente pela
membrana plaquetaria.

O TTPA ¢é sensivel aos fatores da via intrinseca e da via comum: Xll, PK, CAPM, Xl, IX, VIII-C,
X, V, Il e fibrinogénio. Também é sensivel a presenca de anticoagulantes circulantes
(inibidores) e a heparina, sendo o teste de escolha para a sua monitorizagdo.

2. Escopo:

2.1 Laboratério de Hemostasia

3. Responsabilidade:

3.1 Bioquimico e técnico de laboratério.
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4. Amostra:

4.1 Coletar amostra de sangue total em anticoagulante Citrato de Sédio 3,2%, sendo 9 partes
de sangue para 1 parte de anticoagulante.

4.2 Centrifugar a 3000 rpm e a 10°C durante 15 minutos para a obtencéo do plasma pobre em
plaguetas. Separar o plasma sobrenadante usando uma pipeta Pasteur plastica retirando os
dois tercos superiores do sobrenadante.

4.3 Realizar a analise até 2 horas apds a coleta.

4.4 Caso 0 exame nao seja realizado dentro deste periodo, congelar a amostra a — 80°C.

4.5 N&o conservar em gelo. Ndo deixar mais que 5 minutos a 37°C.

5. Reagentes e Materiais Necessarios:

5.1 Actin® Reagente de Cefaloplastina Ativada
5.2 Cloreto de Célcio

5.3 Micropipeta automatica de 50 pl

5.4 Ponteiras descartaveis

5.4 Cubetas para coagulémetro

6. Equipamentos:

6.1 Centrifuga refrigerada de bancada Spin VI - Incibras
6.2 Coagulémetro Fibrintimer Il — Dade Behring ( FBII)

7. Controles:

7.1 Pool de plasma normal
7.2 Plasma controle normal — Dade Behring

8. Procedimento:

8.1 Aquecer, previamente o CaCl2 a 37°C, no termobloco do equipamento FBT II.
8.2Aquecer, previamente, a 37°C o Reagente Actin®, por cubeta, no termobloco do
equipamento FBII.

8.3 Pipetar em cada cubeta da seguinte maneira: 0,05 ml de Reagente Actin® pré-aquecido +
0,05 ml de plasma (amostra).

8.4 Misturar e incubar a 37°C durante 120 s.

8.5 Transferir a cubeta para o canal de leitura e aguardar aparecer no visor do equipamento o
comando pipetar.

8.5 Pipetar 0,05 ml de CaCls, .
8.6 Aguardar o término da leitura.
8.7 Imprimir o resultado acionando a tecla START.

8.8 Realizar o mesmo procedimento para o Pool de Plasma Fresco e o Plasma Controle
Normal.
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9. Interpretacdo dos resultados:

9.1 Calcular a razdo entre o valor em segundos do plasma do paciente e o pool de plasma
fresco. E considerada normal a relagéo paciente/pool até 1,25.

9.2 Para validar a reacdo é necessario que o valor do Plasma Controle Normal esteja dentro
do intervalo em segundos estabelecido na bula do reagente.

9.3 As causas mais comuns de TTPA prolongado s&o: deficiéncia de fator(es) da via
intrinseca e/ou da via comum; coagulacao intravascular disseminada; doenca hepatica; uso
de heparina ou contaminacdo da amostra com heparina; anticoagulante circulante;
transfusdo sanguinea macica.

10. Documentacédo: Nao se aplica.

11. Recomendactes ou Precaucbes:

11.1 Observar os cuidados com biosseguranca, conforme o Manual de Biosseguranca do
Hemocentro Regional de Maringa.
11.2 Trabalhar em ambiente climatizado entre 20 — 24°C.

12. Referéncias:

12.1 Dacie, J.V, & Lewis, S.M. “Practical Haematology”. Churchill Livingstone, 2 ed, 1995.
12.2 Terra, P. “Coagulacao — Interpretacdo Clinica dos Testes Laboratoriais de Rotina”.
Atheneu, 3 ed, 2004.

12.3 Bula do reagente Actin® - Dade Behring.
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ANEXO D - POP Pesquisa de inibidor — teste de mistura

@ LAB-HEMOS

Y PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

POP 003/00
PESQUISA DE INIBIDOR — TESTE DE MISTURA
Pagina: 1/3
Responsavel | Nome Data Rubrica Revisado Data Rubrica
Elaboracdo | SandraSchiller || Jun/200
7
Verificacdo
Aprovagéo
Ciéncia da
Garantia da
Qualidade Periodicidade: Revisao Anual
Responsavel | Nome Data Rubrica Item Alterado/Justificativa
Alteracdo
Aprovacéo
1. Principio:

1.1 Anticoagulantes circulantes ou inibidores adquiridos de fatores da coagulacdo afetam o
TTPA e podem atuar imediatamente ou serem tempo-dependentes. Quando um plasma normal
€ misturado a um plasma contendo um inibidor que age imediatamente, ndo havera alteracéo
no TTPA ou haverd uma pequena diminuicdo no tempo de coagulacdo. Entretanto, na
presenca de um inibidor tempo-dependente, a mistura de plasma com inibidor com plasma
normal na proporcdo 1:1 causara uma reducao significativa no tempo de coagulagdo do TTPA
de imediato. Entretanto, apds uma a duas horas de incubacdo a 37°C, esta correcdo sera
abolida e o TTPA voltara a se alargar.

2. Escopo:

2.1 Laboratério de Hemostasia

3. Responsabilidade:

3.1 Bioguimico e técnico de laboratorio.

4. Amostra:

4.1 Coletar amostra de sangue total em anticoagulante Citrato de Sédio 3,2%, sendo 9 partes
de sangue para 1 parte de anticoagulante.
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4.2 Centrifugar a 3000 rpm e a 10°C durante 15 minutos para a obtenc&o do plasma pobre em
plaguetas. Separar o plasma sobrenadante usando uma pipeta Pasteur plastica retirando os
dois tercos superiores do sobrenadante.

4.3 Realizar a analise até 2 horas apds a coleta.

4.4 Caso 0 exame nao seja realizado dentro deste periodo, congelar a amostra a — 80°C.

4.5 N&o conservar em gelo. Ndo deixar mais que 5 minutos a 37°C.

5. Reagentes e Materiais Necessarios:

5.1 Actin® Reagente de Cefaloplastina Ativada
5.2 Cloreto de Célcio

5.3 Pool de plasma normal

5.4 Micropipeta automatica de 50 pl

5.5 Ponteiras descartaveis

5.6 Cubetas para coagulémetro

6. Equipamentos:

6.1 Centrifuga refrigerada de bancada Spin VI - Incibras
6.2 Coaguldometro Fibrintimer Il — Dade Behring ( FBII)

6.3 Banho-maria a 37°C

7. Controles: Nao se aplica.

8. Procedimento:

8.1 Preparar uma mistura de partes iguais do plasma do paciente e do pool de plasma normal
no seguinte volume: 200 ul do plasma do paciente + 200 ul do plasma normal.
8.2 Realizar o TTPA da mistura, conforme POP 002/00.

8.3 Incubar a mistura em Banho-Maria a 37°C por 2 (duas) horas.

8.4 Realizar o TTPA da mistura ao término do periodo de incubacéo.

8.5 Calcular a razdo entre o TTPA pos-incubagédo e o TTPA pré-incubagéo.
8.6 Anotar o resultado da razéo.

9. Interpretacéo dos resultados:

9.1 Valores da razdo > 1,38 indicam presenca de inibidor; valores < 1,38 indicam auséncia
de inibidor.
9.2 Quando a pesquisa for positiva, realizar a dosagem de inibidor conforme o POP 005/00.

10. Documentacédo: Nao se aplica.

11. Recomendagdes ou Precaucdes:

11.1 Observar os cuidados com biosseguranca, conforme o Manual de Biosseguranca do
Hemocentro Regional de Maringa.
11.2 Trabalhar em ambiente climatizado entre 20 — 24°C.
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12. Referéncias:

12.1 Dacie, J.V, & Lewis, S.M. “Practical Haematology”. Churchill Livingstone, 2 ed, 1995.
12.2 Terra, P. “Coagulacgéo — Interpretacéo Clinica dos Testes Laboratoriais de Rotina”.
Atheneu, 3 ed, 2004.
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ANEXO E — POP Dosagem de fator VIl e IX

@ LAB-HEMOS

iy PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO POP 004/00

DOSAGEM DE FATOR VIII E IX

Pagina: 1/3

Responsavel | Nome Data Rubrica Revisado Data Rubrica

Elaboracdo | SandraSchiller | Jun/2007

Verificacdo

Aprovagéo

Ciéncia da

Garantia da
Qualidade Periodicidade: Revisao Anual

Responsavel | Nome Data Rubrica Item Alterado/Justificativa

Alteracdo

Aprovacéo

1. Principio:

A deficiéncia de um dos fatores da via intrinseca da coagulacdo provoca um prolongamento do
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA). Para a determinacdo de um dos fatores
individuais, € medido o TTPA de uma mistura do respectivo plasma deficiente no fator que se
deseja investigar com o plasma do paciente. Um plasma de paciente, ao qual falte o respectivo
fator de coagulagdo, ndo estad em posicdo de poder compensar a auséncia desse fator no
plasma deficiente, resultando num prolongamento do TTPA. A atividade do fator de coagulacéo
expressa em % do valor normal é determinada através de uma curva de referéncia,
determinada com a mistura de diluicbes de plasma humano padrdo ou de um pool de plasma

normal com esse plasma deficiente.

2. Escopo:

2.1 Laboratério de Hemostasia

3. Responsabilidade:

3.1 Bioquimico e técnico de laboratério.
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4. Amostra:

4.1 Coletar amostra de sangue total em anticoagulante Citrato de Sédio 3,2%, sendo 9 partes
de sangue para 1 parte de anticoagulante.

4.2 Centrifugar a 3000 rpm e a 10°C durante 15 minutos para a obtencéo do plasma pobre em
plaguetas. Separar o plasma sobrenadante usando uma pipeta Pasteur plastica retirando os
dois tercos superiores do sobrenadante.

4.3 Realizar a analise até 2 horas apds a coleta.

4.4 Caso 0 exame nao seja realizado dentro deste periodo, congelar a amostra a — 80°C.

5. Reagentes e Materiais Necessarios:

5.1 Actin® Reagente de Cefaloplastina Ativada

5.2 Solucao de Cloreto de Calcio 0,025 mol/l

5.3 Plasma deficiente em fator de coagulacéo VIl - Dade
5.4 Plasma deficiente em fator de coagulacao IX - Dade
5.5 Tampéao Veronal de Owren®

5.6 Plasma humano padréo - Dade

5.7 Micropipeta automéatica de 50 pl

5.8 Micropipeta volume ajustavel de 100-1000 pl

5.9 Ponteiras descartaveis

5.10 Tubos de ensaio plasticos descartaveis

5.11 Cubetas para coagulémetro

6. Equipamentos:

6.1 Centrifuga refrigerada de bancada Spin VI - Incibras
6.2 Coaguldometro Fibrintimer Il — Dade Behring ( FBTII )

7. Controles:

7.1 Plasma controle normal — Dade Behring

8. Procedimento:

8A-Determinacdo da curva de referéncia — preparar as diluicbes conforme o esquema a sequir:

Tampao Veronal de

% Plasma Padréo Diluicdo  Plasma Padrao(ul) Owren® (ul)
100% 1:5 40 160
75% 1: 6,7 30 170
50% 1: 10 20 180
25% 1: 20 10 190
5% 1: 100 40 dil. 1:20 160
1% 1: 500 40 dil. 1:100 160

8A.1 Dosar o fator de cada diluicdo conforme a técnica no item 8B.

8A.2 Converter os valores percentuais do Plasma Padréo de acordo com o valor de cada lote.
8A.3 Inserir os valores do Plasma Padréo e os respectivos tempos de coagulacédo na funcéo
Calibracdo, conforme descrito no manual do fabricante do equipamento FBTII.
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8A.4 Uma nova curva de referéncia deve ser realizada sempre que se mudar o lote dos
reagentes Actin® e Plasma deficiente.

8B — Dosagem do Fator

8B.1 Reconstituir o plasma deficiente no fator que se deseja dosar (VIII ou IX) em agua
deionizada, com o volume indicado no rétulo. Deixar em repouso por no minimo 15 minutos,
em temperatura ambiente, e misturar depois cuidadosamente. Antes de usar, misturar mais
uma vez.

8B.2 Apos a reconstituicdo o plasma deficiente pode ser congelado e descongelado uma vez.
O descongelamento deveré ser efetuado a 37°C por no maximo 10 minutos.

8B.3 Diluir a amostra 1: 5 em tampao Veronal de Owren® nos seguintes volumes: 40 ul da
amostra + 160 ul de tampao.

8B.3 Aquecer, previamente, o CaCl, a 37°C, no termobloco do equipamento FBTII.

8B.4 Aquecer as cubetas previamente, a 37°C, no termobloco do equipamento FBTII.

8B.5 Pipetar em cada cubeta: 50 ul de Reagente Actin® + 50 u de plasma (amostra) + 50 ul de
plasma deficiente.

8B.6 Misturar e incubar a 37°C durante 120 s.

8B.7 Transferir a cubeta para o canal de leitura e aguardar aparecer no visor do equipamento o
comando pipetar.

8B.8 Pipetar 50 ul de CacCl, .

8B.9 Acionar o botdo START do equipamento FBTII manualmente.
8B.10 Aguardar o término da leitura.

8B.11 Imprimir o resultado acionando a tecla START.

8B.12 Realizar o mesmo procedimento para o Plasma Controle Normal.

9. Interpretacdo dos resultados:

9.1 Intervalo de referéncia para atividade do Fator VIII: 70-150% do valor normal.

9.2 Intervalo de referéncia para atividade do Fator 1X: 70-120% do valor normal.

9.3 Os resultados destes testes devem ser interpretados em conjunto com o historio clinico
do paciente.

10. Documentacédo: Nao se aplica.

11. Recomendactes ou Precaucbes:

11.1 Observar os cuidados com biosseguranca, conforme o Manual de Biosseguranca do
Hemocentro Regional de Maringa.
11.2 Trabalhar em ambiente climatizado entre 20 — 24°C.

12. Referéncias:

12.1 Dacie, J.V, & Lewis, S.M. “Practical Haematology”. Churchill Livingstone, 2 ed, 1995.
12.2 Terra, P. “Coagulagéo — Interpretacéo Clinica dos Testes Laboratoriais de Rotina”.
Atheneu, 3 ed, 2004.

12.3 Bula do reagente Plasma deficiente em fatores de coagulacdo - Dade Behring.
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ANEXO F — POP Dosagem de inibidor — método Bethesda

@ LAB-HEMOS

Y PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

POP 005/00
DOSAGEM DE INIBIDOR - METODO BETHESDA
Pagina: 1/3
Responséavel | Nome Data Rubrica Revisado Data Rubrica
Elaboracdo | SandraSchiller | Jun/200
7
Verificacdo
Aprovagéo
Ciéncia da
Garantia da
Qualidade Periodicidade: Revisao Anual
Responséavel | Nome Data Rubrica Item Alterado/Justificativa
Alteracdo
Aprovacéo
1. Principio:

O método baseia-se na dosagem de atividade do Fator VIII de uma mistura de partes iguais do
plasma a ser testado, puro ou diluido, e de plasma normal contendo Fator VIII, apdés um
periodo de incubagédo. O resultado é comparado ao obtido com um controle normal, testado da
mesma maneira. A razdo entre a atividade do Fator VIII das duas misturas € usada para
calcular a quantidade de inibidor, expressa em unidades Bethesda.

2. Escopo:

2.1 Laboratério de Hemostasia

3. Responsabilidade:

3.1 Bioquimico e técnico de laboratério.

4. Amostra.:

4.1 Coletar amostra de sangue total em anticoagulante Citrato de Sodio 3,2%, sendo 9 partes
de sangue para 1 parte de anticoagulante.

4.2 Centrifugar a 3000 rpm e a 10°C durante 15 minutos para a obtenc&o do plasma pobre em
plaguetas. Separar o plasma sobrenadante usando uma pipeta Pasteur plastica retirando os
dois tercos superiores do sobrenadante.
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4.3 Realizar a analise até 2 horas apds a coleta.
4.4 Caso 0 exame nao seja realizado dentro deste periodo, congelar a amostra a — 80°C.
4.5 Nao conservar em gelo. Ndo deixar mais que 5 minutos a 37°C.

5. Reagentes e Materiais Necessarios:

5.1 Actin® Reagente de Cefaloplastina Ativada

5.2 Cloreto de Célcio

5.3 Plasma deficiente em Fator VIII

5.4 Tampéao Veronal®

5.3 Micropipeta automatica de 50 pl

5.4 Micropipeta de volume ajustavel de 100-1000 pl
5.5 Ponteiras descartaveis

5.6 Cubetas para coagulémetro

5.7 Pool de plasmas normais

6. Equipamentos:

6.1 Centrifuga refrigerada de bancada Spin VI - Incibras
6.2 Coagulémetro Fibrintimer Il — Dade Behring ( FBII )
6.3 Banho-maria a 37°C

7. Controles:

7.1 Pool de plasma normal

8. Procedimento:

8.1 Preparar uma mistura de partes iguais do plasma do paciente e do pool de plasma normal
no seguinte volume: 200 ul do plasma do paciente + 200 ul do plasma normal.

8.2 Preparar o controle, fazendo uma mistura de partes iguais de pool de plasma normal e
tamp&o Veronal® no seguinte volume: 200 pul do plasma normal + 200 ul de tampéo Veronal®.
8.3 Incubar as duas misturas em Banho-Maria a 37°C por 2 horas.

8.4 Realizar a dosagem do Fator VIl das duas misturas conforme descrito no POP 004/00.
8.5 Calcular o Fator VIII residual usando a seguinte razao:
FVIII residual = % FVIII mistura x 100
% FVIII controle

8.6 Se a atividade de FVIII residual estiver entre 25-75%, usar a tabela de conversdo para
encontrar o valor correspondente em unidades de inibidor / ml (unidades Bethesda).

8.6 Se a atividade de FVIII residual for menor que 25%, fazer diluicdes do plasma do paciente
em tampao Veronal® 1:2, 1:4, 1:8, etc e iniciar novamente o procedimento conforme itens 8.1.
8.5. Calcular o FVIII residual utilizando os valores encontrados nas dosagens das diferentes
diluicGes e escolher o valor que estiver dentro da faixa de 25-75%. Usar a tabela de converséo
para unidades Bethesda e multiplicar o valor encontrado pelo fator da diluic&o.
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9. Interpretacdo dos resultados:

9.1 Uma unidade de inibidor / ml ( unidade Bethesda) é definida como a quantidade de
inibidor capaz de neutralizar 50% de FVIII contido em 1 ml de plasma.

9.2 Se a atividade do FVIII residual calculado for aproximadamente 100% (80-100%), a
amostra de plasma néo contém inibidor.

9.3 Se a atividade do FVIII residual calculado for menor que 60%, a amostra de plasma
contém inibidor.

9.4 Amostras de plasma com valores entre 60-80% sdo consideradas limitrofes e novos
testes devem ser realizados com amostras adicionais para estabelecer o diagndstico.

10. Documentacéo:

10.1 Tabela de converséao para Unidades Bethesda.

11. Recomendactes ou Precaucbes:

11.1 Observar os cuidados com biosseguranca, conforme o Manual de Biosseguranca do
Hemocentro Regional de Maringa.
11.2 Trabalhar em ambiente climatizado entre 20 — 24°C.

12. Referéncias:

12.1 Dacie, J.V, & Lewis, S.M. “Practical Haematology”. Churchill Livingstone, 2 ed, 1995.

TABELA DE CONVERSAO PARA UNIDADES BETHESDA (UNIDADES DE INIBIDOR/m)

% Fator VIl Unidades de = % Fator VIl Unidades de = % Fator VIII Unidades de

residual inibidor/ml residual inibidor/ml residual inibidor/ml
6 55 25 2,0 54 0,9
7 50 27 1,9 57 0,8
8 4,5 29 1,8 61 0,7
9 4,0 31 1,7 65 0,6
10 3,5 £fe} 1,6 70 0,5
12 3,1 35 15 74 0,4
14 2,9 38 1,4 80 0,3
16 2,7 40 1,3 86 0,2
18 2,5 43 1,2 92 0,1
20 2,35 46 1,1 97 0,05

22 2,2 50 1,0 100 0,0
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ANEXO G — POP Dosagem de Fibrinogénio

@ PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO LAB-HEMOS
_ DOSAGEM DE FIBRINOGENIO POP 006/00
Péagina: 1/3
Responsavel | Nome Data Rubrica Revisado Data Rubrica
Elaboracdo | SandraSchiller | Jun/200
7
Verificacdo
Aprovacéo
Ciéncia da
Garantia da
Qualidade Periodicidade: Revisdo Anual
Responsavel | Nome Data Rubrica Item Alterado/Justificativa
Alteracdo
Aprovacao
1.Principio:

Este teste é realizado pelo método de Clauss, onde o plasma citratado € levado a coagulacao
através da conversao do fibrinogénio em fibrina com a adicdo de um excesso de trombina.
Neste caso o tempo de coagulacdo depende largamente do teor de fibrinogénio na amostra.

2. Escopo:

2.1 Laboratério de Hemostasia

3. Responsabilidade:

3.1 Bioquimico e técnico de laboratério.

4. Amostra:

4.1 Coletar amostra de sangue total em anticoagulante Citrato de Sodio 3,2%, sendo 9 partes
de sangue para 1 parte de anticoagulante.

4.2 Centrifugar a 3000 rpm e a 10°C durante 15 minutos para a obtencéo do plasma pobre em
plaguetas. Separar o plasma sobrenadante usando uma pipeta Pasteur plastica retirando os
trés quartos superiores do sobrenadante.

4.3 A amostra é estavel por 8 horas entre 15-25°C.

4.4 Caso 0 exame nao seja realizado dentro deste periodo, congelar a amostra a — 80°C.
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5. Reagentes e Materiais Necessarios:

5.1 Reagente Multifiboren® U

5.2 Plasma Humano Padréo — Dade Behring
5.3 Micropipeta automéatica de 50 pl

5.4 Micropipeta automatica de 100 pl

5.5 Ponteiras descartaveis

5.6 Tubos de ensaio plasticos descartaveis
5.7 Cubetas para coagulémetro

6. Equipamentos:

6.1 Centrifuga refrigerada de bancada Spin VI - Incibras
6.2 Coaguldometro Fibrintimer Il — Dade Behring ( FBT I1)

7. Controles:

7.1 Plasma controle normal — Dade Behring

8. Procedimento:
8ADeterminacao da curva de referéncia — preparar as diluicdes conforme o0 esguema a sequir:

% Plasma Padréo Diluicdo  Plasma Padrao(ul) Solucao Fisioldgica (ul)
100% 1:1 50 -
50% 1:2 100 100
25% 1: 4 100 dil 1:2 100
12,5% 1:8 100 dil. 1:4 100

8A.1 Dosar o fator de cada diluicdo conforme a técnica no item 8B.

8A.2 Converter os valores percentuais do Plasma Padrédo de acordo com o valor de cada lote.
8A.3 Inserir os valores do Plasma Padrdo e os respectivos tempos de coagulacdo na funcao
Calibragéo, conforme descrito no manual do fabricante do equipamento FBT II.

8A.4 Uma nova curva de referéncia deve ser realizada sempre que se mudar o lote do
reagente

Multifibren® U.

8B — Dosagem do Fibrinogénio

8.1 Reconstituir a trombina em agua deionizada na quantidade indicada no roétulo. Aquecer a
37°C antes do uso.

8.2 Pré-aquecer as cubetas a 37°C no termobloco do FBT II.

8.3 Pipetar em uma cubeta pré-aquecida, 50 ul de plasma do paciente.

8.4 Incubar por 1 min a 37 °C.

8.5 Transferir a cubeta para o canal de leitura.

8.6 Adicionar 100 pul do reagente Multifioren® U, pré-aquecido a 37 °C.

8.7 Aguardar o término da leitura.

8.8 Imprimir o resultado acionando a tecla START (o tempo de coagulacdo serd impresso em
mg/dl).

8.8 Realizar o mesmo procedimento para o Plasma Controle Normal.
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9. Interpretacao dos resultados:

9.1. Valor de referéncia: 146 -380 mg/dl.

9.2. Niveis baixos de fibrinogénio encontram-se em casos de: hipofibrinogenemias ou
afibrinogenemias congénitas ou adquiridas por coagulopatias de consumo, producdo
reduzida em doencas hepaticas agudas ou crbnicas, perda no espaco intravascular (ascite,
hemorragia aguda e queimaduras), aumento de degradacao (choque ou carcinoma).

9.3. Niveis temporarios de fibrinogénio elevados sdo encontrados como comportamento do
fibrinogénio como “proteina de fase aguda” e podem ocorrer ap@s cirurgias, trauma, infarte
do miocardio e infec¢bes. Hiperfibrinogenemias persistentes podem ocorrer nas neoplasias
e doencgas inflamatdrias crénicas.

10. Documentacédo: Nao se aplica.

11. Recomendacdes ou Precaucdes:

11.1 Observar os cuidados com biosseguranca, conforme o Manual de Biosseguranca do
Hemocentro Regional de Maringa.
11.2 Trabalhar em ambiente climatizado entre 20 — 24°C.

12. Referéncias:

12.1 Dacie, J.V, & Lewis, S.M. “Practical Haematology”. Churchill Livingstone, 2 ed, 1995.
12.2 Terra, P. “Coagulacao — Interpretacéo Clinica dos Testes Laboratoriais de Rotina”.
Atheneu, 3 ed, 2004.

12.3 Bula do reagente Multifiboren® U — Dade Behring
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ANEXO H - POP Tempo de sangramento — método de Ivy

@ LAB-HEMOS

Y PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

POP 007/00
TEMPO DE SANGRAMENTO - METODO DE IVY
Pagina: 1/2.
Responsavel | Nome Data Rubrica Revisado Data Rubrica
Elaboracdo | SandraSchiller | Jun/200
7
Verificacdo
Aprovagéo
Ciéncia da
Garantia da
Qualidade Periodicidade: Revisao Anual
Responsavel | Nome Data Rubrica Item Alterado/Justificativa
Alteracdo
Aprovacéo
1. Principio:

Uma incisdo padronizada é feita na superficie interna do antebraco e o tempo de sangramento
desta incisdo é medido. A parada do sangramento indica a formagédo do tamp&o hemostatico
gue é dependente do numero de plaquetas e da sua capacidade de ades&o e agregacao.

2. Escopo:

2.1 Sala de coleta — Ambulatério de Hematologia

3. Responsabilidade:

3.1 Bioquimico e técnico de laboratério.

4. Amostra: N&o se aplica

5. Reagentes e Materiais Necessarios:

5.1 Alcool 70%
5.2 Algodéao

5.3 Micropore
5.4 Papel de filtro
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5.5 Lancetas Triplett®
5.6 Esfigmomanémetro
5.7 Cronbmetro

‘ 6. Equipamentos: N&o se aplica

| 7. Controles: N&o se aplica

8. Procedimento:

8.1 Selecionar o local da incisdo no antebrago do paciente

8.2 Fazer a antissepsia no antebrago do paciente

8.3 Colocar o esfigmomandmetro na por¢éo superior do bragco do paciente.

8.4 Inflar o esfigmomanémetro até 40 mm Hg por 30 segundos antes do momento da incisao.
8.5 Remover o Triplett® da embalagem.

8.6 Posicionar o Triplett® no antebraco do paciente paralelo a posi¢do antecubital.

8.7 Empurrar o gatilho (a lamina rapidamente faré a inciséo e retrairq automaticamente).

8.8 Acionar o crondmetro.

8.9 Apd6s 30 segundos, absorver o sangue cuidadosamente, sem tocar na incisao, com um
disco de papel de filtro.

8.10 Repetir o procedimento do item 8.9 a cada 30 segundos.

8.11 Parar o cronbmetro quando o sangramento tiver cessado completamente

8.12 Remover o esfigmomandmetro e limpar a &rea da inciséo.

8.13 Aplicar um curativo de micropore em forma de “ponto-falso”.

9. Interpretacao dos resultados:

9.1 O intervalo de referéncia normal estabelecido pelo fabricante para o Triplett® é de 1,5-
7,0 minutos .

9.2 O tempo de Sangramento de Ivy pode estar aumentado nos seguintes casos:
trombocitopenia; alteracdbes da fungcdo plaquetaria; Doenca de VonWillebrand;
anormalidades vasculares; ocasionalmente em deficiéncia grave de fator V ou Xl e
afribinogenemia.

10. Documentacéo: Nao se aplica.

11. Recomendacdes ou Precaucdes:

11.1 Observar os cuidados com biosseguranca, conforme o Manual de Biosseguranca do
Hemocentro Regional de Maringa.

12. Referéncias:

12.1 Dacie, J.V, & Lewis, S.M. “Practical Haematology”. Churchill Livingstone, 2 ed, 1995.
12.2 Bula do Triplett® - Dispositivo padronozado para teste de tempo de sangramento.




ANEXO | — Parecer do Comité de Etica

/. Fundacdo Universidade Estadual de Maringd
- Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Paos-Graduacio

J\ Comit¢ Permanente de Fitica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Registrado na CONEP em 10/02/1998

CAAE IN° 0180,0.093.093-00 PARECER N" 233/2006
Pesquisador(a) Responsivel: Silvia Maria Tintori

Centro/Departamento: Hospital Universitario Regional de Maringa (HUM)
Titulo do projeto: Estudo laboratorial de pacientes cadastrados no Hemocentro Regional de Maringd.

Consideracdes:

Trata-se de uma pesquisa. em conjunto. desenvolvida no Programa de Pos-graduagio em pesquisa e
desenvolvimento (Biotecnologia Médica) - Mestrado Profissional (Vinculada) Faculdade de Medicina de
Botucatu-UNESP com a participagio de Sandra de Souza Schiller ¢ com orientagdo da Dra. |zolete Aparecida
Thomazini Santos. O protocolo possui como objetivos: implantar o Laboratdrio de Hemostasia no Hemocentro
Regional de Maringd (HRM). vinculado a0 HUM. fazendo a validagio dos testes ¢ elaborando o MPOP:
realizar os testes de screening — tempo de protombina, de tromboplastina parcial ativada. de sangramento e
mistura nos pacientes portadores de coagulopatias atendidos no Ambulatorio de Hematologia do FHRM: realizar
as determinaciioes de rotina da dosagem de Fator VI e IX: realizar a pesquisa de inibidor de fator de
coagulagio em todos os pacientes hemofilicos cadastrados no hemocentro ¢ nos pacientes com pesquisa de
inibor positiva: levantar o namero ¢ o tipo de intercorréncias clinicas nos hemafilicos com ¢ sem inibidor ¢
levantar o nimero de infusdes ¢ o tipo de fator de coagulagio de reposi¢io utilizada nos hemolilicos com ¢
sem inibidor. em cada intercorréncia. Para tanto se pretende implantar os exames. acima mencionados, de
rotina laboratorial no HRM. onde serdo avaliados 90 portadores de coagulopatias cadastrados ¢ atendidos no
ambulatorio do HRM. O beneficio oferecido aos sujeitos serd o de ao determinar o tipo de hemofilia ¢ a
existéncia ou nao de inbidor poder orientar corretamente o tratamento de reposigio a ser escolhido pelo
médico. melhorando a qualidade de vida dos hemolfilicos. Quanto av orgamento a pesquisadora declara que ndio
haverd custos extraordindrios, uma vez que estes exames que serdio realizados fazem parte do protocola de
diagndstico e monitoramento da doenga. Apresenta cronograma ¢ autorizagio do HUM. A pesquisadora ¢ a
mestranda apresentam curriculos com formagio na drea. O Termo de Consentimento Livie ¢ Esclarecido
(TCLE) se encontra de acordo com a Resolugio 196/96-CNS. faltando apenas o enderego do comité.

Assim, somos de parecer favoravel a aprovagao com a recomendagiio de que seja acrescido ao final do TCLE o
enderego deste Comite,

Situacio: APROVADO COM RECOMENDACAO
CONEP: ( x ) para registra () para amilise e parecer Dara: 01/09/2006
O pesquisador devera apresentar Relatorio Final para este Comité em: 30/04/2007

O protocolo foi apreciado de acordo com a
Resolucdo n® 196/96 e complementares do | _
CNS/MS, na 121° reunido do COPEP em Prof. Dr. Valer ig

ol 22
usta el Rosa

01/09/2006. Presidente do COPEP

Em suas comunicacoes com esse Comité cite o nimero de registro de seu CAAE.
Bloco 10 sala 01 — Avenida Colombo. 3790 - CEP: 87020-900 — Maringd - PR
Fone-Fax: (44) 326 1-4444 — e-mail: copepi@uem.br
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