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FASES PRE-ANALITICA, ANALITICA E POS-ANALITICA NO
MONITORAMENTO LABORATORIAL DA ANTICOAGULAGCAO COM
ANTAGONISTAS DA VITAMINA K

PRE-ANALYTICAL, ANALYTICAL, AND POST-ANALYTICAL PHASES
IN LABORATORY MONITORING OF ANTICOAGULANT THERAPY WITH
VITAMIN K ANTAGONISTS
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ABSTRACT

Thrombosis is a disease characterized by hypercoagulable events. Oral anticoagulant
therapy with vitamin K antagonists (VKAs) is widely indicated for prevention and/or
control of coagulation disorders. The administration of VKAs is difficult because of
the complexity of dose setting. In general, individuals submitted to VKA therapy are
monitored by prothrombin time, in which the degree of anticoagulation is assessed by
the international normalized ratio. Invariably, the flow of laboratory processing, which
comprises pre-analytical, analytical, and post-analytical phases, is of importance to
the trustworthiness of results, with significant consequences to the medical practice.
The purpose of this study was to carry out a review of the scientific literature using
electronic databases to search for scientific materials, such as Google Scholar, MEDLINE,
LILACS, PubMed, SciELO, and Science Direct. We discuss some aspects related
to the analytical flow of laboratory monitoring in a clinical laboratory. In conclusion,
appropriate management of the analytical phases is necessary so that therapeutic
success using VKAs is possible.
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Os antagonistas da vitamina K (AVKs) séo farmacos
anticoagulantes orais utilizados em uma amplitude de
condi¢des frequentes no manejo clinico de eventos
tromboticos’. As indicagbes atualmente direcionadas
para a anticoagulagdo incluem a prevencéo e o
tratamento de tromboembolismo venoso, trombose
venosa profunda e embolia pulmonar, a profilaxia
de fendmenos cardioembolicos nos pacientes com
fibrilagdo atrial ou préteses valvulares mecanicas e a
prevencgao secundaria nos doentes com sindromes
coronarias agudas ou submetidos a intervencao
corondria percutanea'®. Além disso, os AVKs sao
indicados na prevencao primaria de recorréncia
do infarto agudo do miocardio®. Devido a detecgéo
de situagbes clinicas que favorecem a génese de
eventos tromboticos, as indicagdes para uso cronico
de AVK vém se difundindo de forma abrangente, o
que exige um controle adequado e seguro desse
tipo de intervengao farmacoldgica®’.

O monitoramento laboratorial, por intermédio da
mensuragéo do tempo de protrombina (TP) e seus
parametros, € um importante passo na terapia com
AVK. No entanto, diversos fatores estéo envolvidos na
resposta farmacoldgica do paciente e, inexoravelmente,
no controle da anticoagulagédo®®. Nesse contexto, a
integridade da perfeita efetividade do fluxo processual,
no que diz respeito a confiabilidade e qualidade dos
resultados, é dependente de possiveis erros nas
fases pré-analitica, analitica e pds-analitica. A fase
pré-analitica atua como protagonista nos indices de
erros relatados nas etapas laboratoriais'. Os ensaios
de coagulacédo sao intensamente vulneraveis a
erros pré-analiticos que determinam importantes
influéncias nos resultados'-'3. Contextualizando,
Carraro e Plebani' definiram que 12,3% dos erros
analiticos podem influenciar significativamente a
conduta médica e, com isso, ocasionar repercussoes
clinicas importantes no paciente. Podemos entender,
portanto, a relevancia de tal impacto nos exames de
coagulagéo''3. A partir desse panorama, o enfoque
da presente pesquisa foi realizar um levantamento

descritivo da literatura cientifica a respeito das possiveis
variaveis pré-analiticas, analiticas e pds-analiticas no
monitoramento laboratorial da terapéutica com AVK.

METODOS

Este trabalho consiste em uma reviséo da literatura
cientifica descritiva, focada nos aspectos relacionados
as fases analiticas da monitoragéo laboratorial com
AVK. A selecao dos materiais cientificos foi efetuada
a partir de buscas em plataformas eletronicas, tais
como: Google Scholar, Medical Literature Analysis
and Retrieval System Online (MEDLINE), Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (LILACS), Scientific Eletronic Library Online
(SciELO), US National Library of Medicine National
Institutes of Health (NCBI/PubMed) e Science
Direct. Publicagbes cientificas que contemplassem
0 objetivo do presente estudo foram selecionadas.
Foram utilizadas as seguintes palavras-chave:
“oral anticoagulation”, “laboratory monitoring of
anticoagulation”, “coagulation”, “thrombosis”, “phase
analytical laboratory”, “pre-analytical phase in the
laboratory”, “Prothrombin time”, “International Sensitivity
Index” e “International Normalized Ratio”. Estudos
ou relatos de casos, correspondéncias, comentarios
ou estudos nao publicados n&o foram incluidos.
O Quadro 1 informa com maiores detalhes como foi
feita a selecdo dos materiais cientificos utilizados
para a redacao desta revisdo, de acordo com as
pesquisas nas plataformas eletrénicas. O periodo
de selegcdo compreendeu os ultimos 20 anos.

REVISAO DA LITERATURA

Metodologia do Ensaio Tempo de Protrombina
(TP)

A metodologia analitica do TP baseia-se na
mensuragao do tempo que um plasma privado de
calcio, devido a descalcificagao, demora até atingir
a formagéo de um coagulo, incubado a 37 °C e na
presenca de um aporte de tromboplastina tecidual e

Quadro 1: Lista quantitativa de materiais cientificos selecionados e excluidos no presente estudo.

Plataformas de Selecionados Excluidos*
pesquisa n % n %
NCBI/PubMed 30 58,8 20 58,9
SciELO 6 11,8 5 14,7
Google Scholar 7 13,7 5 14,7
Science Direct 3 59 1 2,9
MEDLINE 3 59 2 59
LILACS 2 3,9 1 29
Total 51 100 34 100

*Estudos ou relatos de casos, correspondéncias, comentarios ou estudos nao publicados foram excluidos.
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calcio. Por consequéncia, o fator de coagulacao VIl é
ativado, originando uma dupla molecular (complexo
FT-FVIlla), que tera a fungao de ocasionar a ativagéo
dos fatores IX e X. O fator Xa, em conjunto com
fosfolipidios do fator tecidual, fator Va e calcio,
contribui para a formagéo de um conjunto ativador
de protrombina que a converte em trombina (fator
Ila). A trombina, por sua vez, é essencial para a
conversao bioquimica do fibrinogénio em fibrina e
a estabilizagdo do coagulo™.

A tromboplastina € um reagente originario do
cérebro humano, de boi, de macaco ou de coelho.
O fator tecidual esta presente nesse reagente,
sendo composto por uma fragao proteica e outra de
fosfolipidios que mimetizam in vivo a fungao do fator
3 plaquetario, no que concerne a ativacao de fatores
gue se combinam a fosfolipidios de membrana's1®,

A expresséao dos resultados do TP pode ser
realizada das seguintes formas's8:

a) Tempo pelo método de Quick, em segundos;

b) Percentual de atividade em relagdo a um plasma
normal (no qual foi considerada uma atividade de
100%), sendo necessario tangenciar uma curva de
atividade utilizando um pool de plasmas normais
obtidos e titulados com salina fisiolégica (0,9%);

c) Coeficiente Internacional Normatizado (CIN).

Os valores de referéncia dos parametros desses
ensaios estdo apresentados a seguir'”:

a) Tempo de protrombina (Quick) — 10-14 segundos;

b) Atividade (%) — 70-100%;

c¢) CIN — 1,0-1,08 em pessoas higidas e 2,0-3,5
em pacientes submetidos a terapéutica com AVK.

Os valores de referéncia devem ser delimitados
por cada laboratério, e os resultados variantes sao
dependentes do tipo de equipamento utilizado.
Os resultados deverao ser formalizados em CIN,
proporcionando, assim, a normatizagéo da variagéo
entre diferentes laboratérios. A determinagao dos
valores de indice de sensibilidade internacional (ISI)
¢é efetuada através de comparagédo com um material
referencial de tromboplastina primaria®®'”.

A sensibilidade do reagente é inversamente
proporcional ao valor de ISI. Na grande maioria, situa-
se entre 1,0-2,0, sendo que quanto mais proximo de
1,0, mais sensivel é o reagente utilizado'®®.

Fase Pré-analitica Aplicada a Determinagao do
TP

Afase pré-analitica é a etapa que concentra o maior
numero de erros que podem afetar o diagnostico'®181°,
Aexplicagcéo consiste na inexisténcia de automagéao
e na dificuldade de controle do processo, incluindo a
variabilidade da condig&o de jejum do paciente ou a
omissao do paciente a respeito de questionamentos
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que sao essenciais para garantir a qualidade do
exame18,20-23_

Causas de erros pré-analiticos, como tempo
de armazenamento (78,6%), tempo de torniquete
(78,6%), metodologia de flebotomia (64,3%), falta de
informagdo do paciente (64,3%), incorreta relagéo
sangue/anticoagulante (57,0%) e tubos inadequados
(50%), sao reportados por diferentes estudos?*?7.

As variaveis pré-analiticas sao determinantes nos
resultados dos testes de coagulagao, com destaque
para a flebotomia, seguida do intervalo entre a coleta
e a realizagao do ensaio laboratorial. Além disso,
os fatores a seguir sdo importantes aspectos da
efetividade dos resultados laboratoriais'-'3:

a) Anticoagulantes: o tubo com citrato de sédio é
o de escolha. Habitualmente, ha uma quantidade de
citrato para um volume especifico de sangue, que
sera completado em uma proporgao de uma parte de
citrato para nove de sangue. Alteragdes na proporgao
sangue-anticoagulante influenciam os resultados de
forma importante. Para pacientes com eritrocitose,
com hematocrito superior a 55,0%, deve ser realizada
uma adequacgao do volume do anticoagulante, para
que o excesso deste ndo altere os resultados dos
ensaios. Nesse sentido, no intuito de alcangar uma
maior eficacia analitica, é recomendavel a utilizagéo
da concentragao de 3,2% de citrato em um volume
total de 56% de preenchimento de sangue no tubo
de coleta. Essas medidas tém resultados de CIN
confiaveis?,

b) Coleta: a coleta a vacuo é a mais indicada
para atender ao objetivo de que o sangue interaja
diretamente com o anticoagulante citrato de sédio,
presente no tubo de coleta. Se for inevitavel a coleta
por meio de seringa, esta deve possuir capacidade
volumétrica inferior a 10 mL. No ato de dispensar o
sangue no tubo, € importante um cuidado especial
para evitar hemalise e também para colocar o volume
correto™13,

c) Armazenamento amostral: o intervalo entre a
puncao biolégica e a efetiva analise é dependente
do exame a ser efetuado e da temperatura de
acondicionamento do material biolégico. E adequado
0 processamento das amostras de forma dinamica
e agil"3,

A garantia da qualidade mediante a validagéao
analitica dos processos é de fundamental importancia.
A manutencdo da perfeita funcionalidade das
centrifugas de forma periddica & essencial para a
qualidade da obtencao de matriz plasmatica pobre
em plaquetas para a realizagdo dos ensaios de
coagulagado. A recomendacgao inicial € de que o
periodo entre a coleta e a centrifugacdo ndo extrapole
60 minutos. Deve-se selecionar 20 amostras da rotina
e mensurar a quantidade plaquetaria antes e depois
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da centrifugagéo, para validar o processo. Apds a
centrifugagcdo, sem excegao, todas as amostras
deverao ter menos de 10.000 plaguetas por mm?3 13,

Na rotina de coagulacéo, é indispensavel assegurar
a qualidade analitica, trabalhando-se sempre com
dois niveis de controle e avaliando as mensuragdes
efetuadas em periodos maximos de 8 horas de
rotina®, Alguns critérios de estabilidade amostral sdo
essenciais: deve-se usar plasma congelado a-70 °C,
no qual o periodo de estabilidade é maior. No caso
de o laboratério possuir a capacidade de congelar a
amostra somente a -20 °C, é de suma importancia
restringir sua amostragem a 14 dias, no maximo®'"32,
Um consideravel grau de padronizagdo é evidente
na determinacao do CIN para o TP, mas nao existem
padrdes para todos os testes. O ensaio de proficiéncia
€ a melhor forma de verificar a exatiddo analitica do
processo. No entanto, quando ocorre a introdugéo
de um equipamento novo, pode-se compara-lo com
o sistema em uso, verificando possiveis inexatidées
nas correlagcdes. E importante padronizar o lote
dos reagentes para todo o processo, sendo que se
houver modificagcdo de lote, as analises anteriores
devem ser rejeitadas®2.

Arespeito dos reagentes utilizados no ensaio de
coagulacao, os estudos'”3%% relatam que, quando
ha troca de reagente ou de lote do reagente e
manutengdes nos equipamentos que possam refletir
em vulnerabilidades nas a¢des de validagao periddica,
sao necessarios alguns procedimentos especificos,
como refazer a curva de calibragéo, determinar o
CIN e verificar o valor de ISI no laboratério. O TP é
0 padrao para a determinagéo do CIN. Os lotes dos
reagentes possuem um IS| direcionado e especifico,
que pode variar de acordo com o equipamento
utilizado. Quando ha necessidade de introdugéo
de um novo lote ou de troca deste, o laboratério
tem de confeccionar uma curva de calibragdo do
sistema e analisar o ISI. Essa atitude atribuira
confiabilidade e rastreabilidade a determinacéo do
CIN'3237 Para efetuar esse ensaio, é necessaria a
utilizagéo de tromboplastina composta de fosfolipidios
e fator tissular. O advento do CIN possibilitou
reduzir discrepancias importantes na mensuragao
do TP, pois leva em consideragao a capacidade do
reagente de ocasionar a coagulagao, favorecendo
a comparacao dos resultados independentemente
da troca de reagentes, lotes ou equipamentos.
Para a determinagdo do CIN, é indispensavel o
ISI regulamentado pelo fabricante do reagente.
O ISI é definido como o indice que relaciona o lote
proveniente da tromboplastina do fornecedor com
a tromboplastina referenciada internacionalmente.
O fornecimento do ISI calculado de forma determinada

128 Clin Biomed Res 2017;37(2)

para o equipamento em uso no laboratério é ideal
guando comparado com o ISl geral'®32-%7,

Adicionalmente, é digna de nota a importancia da
verificagdo do ISI no laboratério. Para tanto, utiliza-se
trés plasmas calibradores com CIN conhecido
entre 1,5 e 4,5. Esse teste deve ser realizado em
duplicata por trés dias. O CIN deve ser estipulado
para cada teste e comparado com o CIN esperado
(informado pelo calibrador). O resultado satisfatério
é definido pelos valores dos CINs contidos em um
intervalo de aproximadamente 15,0% em relagéo
ao CIN esperado. Se o resultado esperado nao for
alcangado, indica-se elaborar uma nova curva de
calibragdo ou entrar em contato com o fornecedor
do reagente para o esclarecimento do IS| especifico
para o equipamento em questao'®32%,

Fase Analitica Aplicada a Determinag¢ao do TP

A frequéncia de fatores que afetam o processo
analitico, como amostras contaminadas (43,0%),
interferéncia medicamentosa (29,0%) e variacdes
laboratoriais (29,0%), foram evidenciadas por distintas
pesquisas’®23-27,

Nos ensaios laboratoriais de coagulagao, a
realizagcado de testes laboratoriais tem relevancia
para excluir eventuais interferentes ou possibilitar a
identificagao da provavel fonte de comprometimento
dos resultados's. Quando o paciente apresenta um
resultado alterado, deve-se instantaneamente verificar
se esta sob efeito de terapéutica anticoagulante, o que
justificaria a alteragdo. Uma alternativa, caso ocorra
0 contrario, é a realizagdo da adigéo, na proporgéao
de 1:1, de um pool oriundo de plasma normal com
o plasma do paciente. Se este ensaio apresentar
resultado normal, é indicativo da presenca de
inibidores. Se, porventura, néo regularizar, conclui-se
provavelmente tratar-se de uma coagulopatia®'6:34,

A etapa analitica corresponde a fase do processo
laboratorial que pode ser regulada pelo controle
interno de qualidade (CIQ) e pela avaliagédo externa
da qualidade (AEQ) ou pelos ensaios de proficiéncia.
Para assegurar a qualidade do servico prestado e,
consequentemente, do processo de realizagao do
ensaio, utilizam-se ferramentas como CIQ e AEQ®*%,
Controles internos com propriedades semelhantes
as amostras bioldgicas séo preparados e utilizados
na rotina em conjunto com essas ferramentas, com
o intuito de avaliar e monitorar a reprodutibilidade e
a estabilidade do sistema analitico durante todo o
seu fluxo de atuagao*.

Plebani*’ ressalta que a dificuldade de estabelecer
0s erros que ocorrem na fase analitica se da de
acordo com a dificuldade de identifica-los, tendo
em vista que cerca de 75,0% desses erros refletem
em resultados na faixa de referéncia e 12,5% geram
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valores inteiramente incoerentes, os quais sao
simultaneamente resolvidos. Assim, assume-se
que 12,5% sao os erros que podem influenciar
de forma determinante o cuidado e a condigao
clinica do paciente. Os erros mencionados podem
ser reduzidos com a capacitacdo e a qualificacao
dos funcionarios do laboratério, bem como com a
adequacao de agdes de esclarecimento e corregéo
de falhas de CIQ e AEQ*'42,

Fase Poés-analitica Aplicada a Determinagdo do TP

Afase pos-analitica inicia-se na area laboratorial
e engloba as ag¢des de validagao e liberagdo de
laudos. Termina no momento do recebimento do laudo
pelo médico, acompanhado de sua interpretagéo e
julgamento de decisdo com relagdo ao resultado
registrado no laudo**4",

Equivocos possiveis e visualizados rotineiramente
nessa etapa incluem falhas na liberagcdo dos
resultados devido a erros de digitagédo ou transcrigao,
ou pelo ndo cumprimento do prazo de entrega.
O estabelecimento de ferramentas tecnoldgicas
informacionais direcionadas aos processos de
laboratério tem favorecido a redugao dos erros de
transcricdo de resultados. Crucialmente, apds o
advento dos sistemas de interfaceamento, tornou-se
possivel a propagacéo de informagdes diretamente
do equipamento analitico automatizado para o
sistema laboratorial de informacg&do*?43. Ademais, a
etiquetagem com cadigos de barras para identificagao
dos pacientes mostra-se fundamental na busca
pelo alcance da melhoria da qualidade e do corte
de custos*.

Outros procedimentos relacionados a fase
pés-analitica sdo vinculados as informacgdes
complementares embutidas no laudo laboratorial,
além do resultado. Dizem respeito aos valores de
referéncia e observagdes que servem de suporte
para a interpretacgéao clinica. Os valores de referéncia
de analitos especificos, na grande maioria das
vezes, sao retirados das instrugdes do fabricante
do kit diagndstico e podem ndo ser representativos
da populagéo da regido em estudo*®. Da mesma
forma, questdes relacionadas as informacdes sobre
sensibilidade metodoldgica, coeficiente de variagao,
entre outras, deverdo ser acrescidas aos laudos,
visando representar informagdes peculiares dos
métodos analiticos empregados para a realizagéo
dos testes. Erros relacionados a essas informacoes
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