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TS resumo

Anticoagulante Ldpico Introdugdo: O anticoagulante lGpico é uma imunoglobulina pertencente a familia dos anticorpos an-
tifosfolipides. A sua acdo in vitro é interferir nos testes de coagulacdo dependentes de fosfolipides. O
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) é um teste utilizado como screening na pesquisa do
anticoagulante lipico. Os reagentes utilizados neste teste apresentam grandes variagdes quanto a sensi-
Teste do TTPA bilidade. Objetivo: Avaliar o desempenho dos reagentes do TTPA e detectar a presenca do anticoagulante
lGpico através de diferentes testes da coagulacdo. Material e método: A pesquisa do anticoagulante
lGpico foi realizada em 50 amostras plasmaticas de pacientes do sexo feminino através dos testes do
TTPA, do tempo de coagulagdo do caulim (TCC), do tempo de tromboplastina parcial ativada diluida
(TTPAd) e do tempo do veneno da vibora de Russel diluido (TVVRd). Trés cefalinas comerciais foram
avaliadas pelos testes do TTPA e do TTPAd. Na comparacéao entre os reagentes estudados foi aplicado
o célculo do intervalo de confianca (95%). Resultados: Os trés reagentes avaliados apresentaram boa
concordancia e os métodos utilizados responderam bem a pesquisa do anticoagulante ldpico. Discussao
e Concluséo: As trés cefalinas comerciais avaliadas podem ser utilizadas na rotina laboratorial para a
pesquisa do anticoagulante lGpico.

Tempo de tromboplastina parcial

ativada (TTPA)

abstract S
Introduction: The lupus anticoagulant is an immunoglobin which belongs to the antiphospholid antibodies family. | Lupus anticoagulant
Its in vitro function is to interfere with coagulation tests that are dependent on phospholipids. The activated
partial thromboplastin time (APTT) is a test used as screening on lupus anticoagulant research. Reagents
used in this test demonstrate wide sensitivity ranges. Objective: To assess the performance of APTT reagents Plostin time (APTT)
and detect the presence of lupus anticoagulant through various coagulation tests. Material and method: The | aprr test

lupus anticoagulant research was performed in plasma from 50 female patients through APTT tests, Kaolin
clotting time; dilute activated partial thromboplastin time (dAPTT) and dilute Russell’s viper venom time. Three
commercial cephalins were assessed through APTT and dAPTT tests. The confidence interval (95%) was used
in the comparison among studied reagents. Results: The three assessed reagents presented good accordance
and the used methods answered well to the lupus anticoagulant research. Discussion and Conclusion: The three
assessed commercial cephalins can be used in laboratorial routine for the lupus anticoagulant research.

Activated partial thrombo-
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Introducgéo

Os anticorpos antifosfolipides (AAF) representam uma
grande familia de imunoglobulinas com afinidades varia-
veis por fosfolipides (PL), por complexos de proteinas e
fosfolipides, ou através de ambos?. A beta-2-glicoproteina
I (B,GPI)" e a protrombina® séo os principais alvos antigé-
nicos dos AAF. Existem dois tipos de anticorpos antifosfolipi-
des: anticorpo anticardiolipina (aCL) e anticoagulante lGpico
(AL)®. Tanto o AL quanto o aCL podem estar associados a
diferentes manifestacdes clinicas, como trombose arterial
venosa®@®, complicacdes obstétricas®?, trombocitopenia®,
sindromes renais®® e manifestacdes cutaneas®®.

O AL corresponde a um grupo heterogéneo de imuno-
globulinas dos isotipos IgG, IgM ou a mistura de ambas, que
agem interferindo in vitro nos testes de coagulacdo depen-
dentes de fosfolipides, levando a um prolongamento dos
testes de protrombina (TP), do tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) e do tempo do veneno da vibora de
Russel diluido (TVVRd)®' 37,

Alguns autores demonstram que os testes de coagulacdo
utilizados rotineiramente, aos quais os fosfolipides séo adi-
cionados no sistema teste, especialmente o teste do TTPA,
sdo pouco sensiveis para detectar a presenca do AL'® 32, No
entanto, uma simples diluicdo do reagente do TTPA ou de
fosfolipides tem sido proposta por aumentar a sensibilidade
do teste para o AL". O tempo de coagulacdo do caulim
(TCC) é um bom teste de screening para o AL® por nao |he
serem adicionados fosfolipides?. O TVVRd é sensivel para
0 AL®®, porém a sua sensibilidade depende da composicéo
do reagente de fosfolipides utilizado no teste®?.

Os anticorpos direcionados contra a protrombina e
contra a B,GPI parecem ser os mais especificamente en-
volvidos na sindrome do anticorpo antifosfolipide©?). Os
anticorpos antiprotrombina inibem a ativacdo do fator X
e da protrombina, enquanto os anticardiolipina, isto €, os
anti-B,GPI, inibem a ativacdo da protrombina mas ndo o
fazem com a ativacdo do fator X7, Desta forma, o teste
do TCC®17, que avalia a geracéo de fator Xa, e a ativacdo
da protrombina®” tém maior sensibilidade na deteccéo
dos anticorpos direcionados contra a protrombina. Entre-
tanto, o teste do TVVRd*'41®), que avalia a converséo de
protrombina em trombina”, tem maior sensibilidade em
detectar os anticorpos direcionados contra a B,GPI. Arnout
et al., em 1998, demonstraram que o teste do TTPA tem
baixa sensibilidade para detectar anticorpos direcionados
contra a B,GPI, mas a sensibilidade € maior para detectar
anticorpos direcionados contra a protrombina.

De qualquer modo, o TTPA ainda é o teste mais comu-
mente usado para o screening do AL. Varios estudos mono
e multicéntricos tém documentado grandes variagdes na
sensibilidade dos reagentes do TTPA para o AL® % 26 36),
Estas diferencas aparecem devido a quantidade, natureza
e as propriedades fisicas dos fosfolipides usados como
substitutos de plaquetas®®.

O objetivo do presente estudo foi comparar o desem-
penho dos reagentes do TTPA utilizados para detectar o AL
e efetuar a pesquisa do mesmo através de diferentes testes
da coagulacdo.

Material e método

Foram estudadas 50 amostras de plasmas estocados
de pacientes do sexo feminino com idade variando de 18
a 45 anos, média de 30,1 anos, que foram encaminhadas
ao laboratério de hemostasia para investigacdo de eventos
tromboembdlicos e/ou abortos recorrentes. O trabalho foi
realizado ap6s aprovacio do Comité de Etica e Pesquisa
da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista (FMB/UNESP).

O sangue periférico foi coletado em tubos de polipropileno
contendo citrato de sdio a 3,8%, na razdo de nove partes de
sangue para uma de anticoagulante. Os tubos foram centrifu-
gados duas vezes a 2.500rpm por 15 minutos para a obtencdo
do plasma pobre em plaquetas (PPP), o qual foi aliquotado e
congelado a -20°C até a realizacdo dos testes(?.

O pool de plasmas normais (PN) utilizado nos testes
foi constituido do plasma de vinte individuos voluntarios,
sendo dez homens e dez mulheres, que apresentaram re-
sultados negativos para o AL quando testados com TTPA,
TCC e TVVRd.

Estudos da coagulacao

Os testes foram realizados manualmente e em duplicatas
no plasma das 50 pacientes, no PN e na mistura do plasma
do paciente (PP) com o PN na propor¢do 1:1. Quatro testes
foram utilizados para pesquisar o AL.

Tempo de tromboplastina parcial ativada

O teste foi realizado diante de trés diferentes reagentes
comerciais (Tabela 1). O procedimento foi realizado de
acordo com as instrucdes dos fabricantes. A mistura (1:1)
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Tabela 1 Caracteristicas dos reagentes do TTPA

n Reagente Fabricante Fosfolipides Ativador Tempo de incubac¢ao (minutos)
A PTT-LA Diagnostica Stago ~ Cérebro de coelho Silica Trés
B STA®-PTTA5 Diagnostica Stago ~ Cérebro de coelho Silica Trés
C  PLATELIN®LS Biomérieux Porco e galinha Silica Cinco

do PP com o PN foi realizada e o teste, repetido no tempo
zero e ap6s 2 horas de incubacéo a 37°C. Recomenda-se
a realizacdo do teste da mistura quando os resultados se
apresentam alterados. Em nosso estudo, o teste foi realizado
em todas as amostras.

Os resultados do teste TTPA foram considerados anor-
mais quando a razao PP/PN foi acima de 1,203,

Tempo de tromboplastina parcial ativada diluida

O teste foi realizado com os reagentes comerciais
(Tabela 1). O procedimento foi efetuado conforme descrito
por Violi et al.“?, segundo os quais foram realizadas diluicdes
(1:5 e 1:80) do reagente do TTPA em tampédo Veronal de
Owren’s (pH = 7,35) e o ativador de contato, caulim, foi
diluido 1:1503,

Para cada reagente utilizado foram feitas as determi-
nacdes dos valores de referéncia normais. Para isto foram
avaliados 20 individuos voluntarios, sendo dez homens e dez
mulheres, todos negativos para o AL quando testados com
TTPA, TCC e TVVRd. O valor de referéncia normal foi deter-
minado pela média mais um desvio-padrdo. O resultado foi
considerado anormal quando a diferenca entre as diluicdes
1:80 e 1:5 foi acima de 26 segundos com o A, acima de 20
segundos com o B e acima de 15 segundos com o C.

Tempo de coagulacdo do caulim

No teste do TCC utilizou-se o ativador de contato kaolin
(Sigma®) diluido a 2%0'2.

Considerou-se o resultado anormal quando a razdo entre
PP e PN foi maior que 1. Entdo foi realizada a mistura do PP
com o PN narazdo 1:1¢% e o teste foi repetido. Considerou-
se o resultado negativo quando a razdo da mistura (PP +
PN)/PN foi de até 1,09; inconclusivo se a razao foi de 1,1
a 1,19; e positivo se for > 1,202,

Tempo do veneno da vibora de Russel diluido

Este teste foi avaliado pelos reagentes comerciais LA1
Screening Reagent e LA2 Confirmation Reagent (Dade
Behring), segundo orientacdes do fabricante.

Se a razéo PP/PN foi maior que 1,222 com o LA1 Scre-
ening Reagent, o teste foi realizado com o LA2 Confirma-
tion Reagent. Em nosso estudo, todas as amostras foram
testadas com o LA2 Confirmation Reagent. Considerou-se
o resultado anormal quando a razdo LA1/LA2 foi maior que
1,3. Em seguida, os testes foram repetidos pela mistura
volume/volume do PP com o PN.

Analise estatistica

Para comparar o desempenho dos reagentes de TTPA
diante das amostras de plasmas testadas, foi aplicado o
célculo do intervalo de confianga (95%) para determinar a
proporcéo de concordancia®.

Resultados

O resultado dos testes realizados entre as duplicatas ndo
demonstrou diferenca significativa.

A Tabela 2 demonstra os resultados do teste do TTPA.
Os resultados da andlise estatistica realizada no teste do
TTPA estdo expressos na Tabela 3.

O teste do TTPA da mistura (PP + PN), no tempo zero e

apds duas horas de incubacéo a 37°C, apresentou 8% de po-
sitividade perante os trés reagentes avaliados (Figura 1).

A andlise estatistica realizada, comparando os resultados
do teste do TTPA da mistura (PP + PN) dos trés reagentes,
revelou uma concordancia de 100%.
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Figura 1 - Resultados obtidos com o teste do TTPA da mistura de plasmas (PP +
PN) realizada com A, Be C
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Tabela 2 Resultados dos testes do TTPA e do TTPAd

Reagentes Amostras com resultados acima do valor de referéncia normal
TTPA TTPAd
A 12 (24%) 20 (40%)
B 12 (24%) 17 (34%)
C 4 (8%) 13 (26%)
Tabela 3 Resultados do calculo do intervalo de confianca (95%) nos testes do TTPA e do TTPAd
Reagentes Proporcao de concordancia (%) Amostras Concordantes (n = 50)
TTPA TTPAd TTPA TTPAd
AxB 84 a 100 66 a 90 46 39
AxC 74 a 94 57 a 83 42 35
BxC 74 a 9% 60 a 84 42 36

Os resultados do teste TTPAd estdo expressos na Tabela
2. ATabela 3 demonstra os resultados da analise estatistica
realizada no teste do TTPAd.

Apbs a adicdo de plasma normal, a positividade no teste
do TTPAd foi de 8%, perante os trés reagentes avaliados
(Figura 2).

A andlise estatistica realizada, comparando os resultados
do teste do TTPAd da mistura (PP + PN) dos trés reagentes,
revelou uma concordancia de 100%.

Quando realizamos o teste do TCC, cinco amostras
(10%) apresentaram resultados positivos, enquanto outras
duas (4%) apresentaram resultados inconclusivos.

Quando realizamos o teste do TVVRd, quatro amostras
(8%) apresentaram resultados positivos, que se repetiram
para os testes do TCC, TTPA e TTPAd.
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Figura 2 - Resultados obtidos com o teste do TTPAd da mistura de plasmas (PP +
PN) realizada com A, Be C

Discussao e conclusao

Devido a dificuldade de um procedimento padréo de re-
feréncia para o diagndstico do AL, varios testes sdo realizados
para este fim® 12349, O TTPA ainda é o teste mais comumente
utilizado para o screening do AL, porém os seus reagentes
diferem na sensibilidade e na resposta ao AL. Diante dos
nossos resultados, podemos observar que os reagentes que
apresentam fosfolipides de cérebro de coelho tém maior
resposta de positividade diante do reagente que é com-
posto de fosfolipides de porco e galinha, visto que a fonte
ativadora de superficie é a mesma para os trés reagentes,
no caso a silica. A analise estatistica nao revelou diferenca
significante entre os resultados dos trés reagentes avaliados.
Denis-Magdelaine et al.™ avaliaram 16 cefalinas comerciais
e observaram que os reagentes compostos por fosfolipides
de cérebro animal e que apresentam a silica como superficie
ativadora sdo mais sensfveis para a pesquisa do AL, enquanto
reagentes compostos por fosfolipides humanos ou de soja,
e que apresentam como ativador de contato a celite ou o
caulim, parecem ser menos sensiveis para detecta-lo. Ames et
al.,em 2001, demonstraram que os reagentes compostos
por fosfolipides de soja séo insensiveis para o AL.

A sensibilidade do teste do TTPA para o AL varia de
acordo com os diferentes reagentes utilizados®?. No
entanto, Alving et al.” demonstraram que uma simples
diluicdo do reagente do TTPA ou de fosfolipides aumenta
a sensibilidade do teste para o AL. As amostras (8%) que
foram positivas no teste do TTPAd também apresentaram
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resultados positivos nos demais testes utilizados. A analise
estatistica realizada, comparando os resultados do teste
do TTPAd ndo demonstrou diferenca significante. Desta
maneira, as trés cefalinas demonstraram boa resposta na
pesquisa do AL. Em nosso estudo, o TTPAd demonstrou ser
um bom teste de screening para o AL. Entretanto, Blanco
et al.? ressaltam que o uso de fosfolipides diluidos pode
diminuir a sensibilidade do teste.

O teste do TCC é muito utilizado para identificar o AL,
pois ndo lhe sdo adicionados fosfolipides. Em nosso estudo,
dos 10% de resultados positivos no teste do TCC, uma
das amostras (2%) apresentou resultados negativos nos
demais testes utilizados, inclusive no TVVRd. O teste do
TCC dessa amostra e da mistura (PP + PN) foi repetido e
o resultado permaneceu positivo, 0 que sugere a presenca
de um anticorpo direcionado contra a protrombina® 7. As
amostras que apresentaram resultados inconclusivos (4%)
foram negativas para os demais testes. Segundo a litera-
tura, os testes que apresentarem resultados inconclusivos
e positivos para o AL devem ser repetidos, com uma nova
amostra, apos seis semanas®>.

* 2005

O teste do TVVRd é realizado por um reagente de scre-
ening e um reagente confirmatério que contém elevada
concentracao de fosfolipides que neutralizam o efeito anti-
coagulante do AL?*27), No teste do TVVRd, quatro amostras
(8%) apresentaram resultados positivos, as quais também
os apresentaram nos demais testes avaliados, inclusive no
teste do TCC, o que sugere a presenca de um anticorpo
direcionado contra a protrombina®'” e contra a B,GPI1* 9.
Assim, nosso estudo demonstra que os testes do TCC e do
TVVRd sdo essenciais na pesquisa do AL, ja que detectam
anticorpos direcionados contra diferentes proteinas.

Na rotina da investigacao laboratorial, uma variedade de
testes tem sido introduzida para detectar e confirmar o AL,
porém a heterogeneidade deste pode, talvez, explicar a ne-
cessidade de um procedimento de referéncia habitual para
a sua detecc@o. O teste do TTPA é freqiientemente utilizado
como screening para a pesquisa do AL. Entretanto,163 a
escolha do reagente utilizado no teste é muito importante
devido as diferencas de sensibilidade demonstradas em
diversas pesquisas. Em nosso estudo, concluimos que as trés
cefalinas comerciais avaliadas podem ser utilizadas na rotina
laboratorial para a pesquisa do anticoagulante lGpico.
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