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Mecanismo da Coagulacao

- Trés fases fundamentais:

- Adesao, ativacao e agregacao plaquetaria

- Cascata de coagulacao

 Fibrindlise




Mecanismo da Coagulacao

 Cascata de coagulacao:

« Seérie de reacdes enzimaticas que
ocorrem sobre uma superficie
fosfolipidica (membrana de célula
ativada)

« Ativacao por duas vias:

* |Intrinseca
 Extrinseca

« Evento central € geracdo de trombina

* Inclui inibidores fisiologicos da
coagulacao
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Testes de Coagulacao:
Testes de rastreio

- Tempo de Protrombina (TP)
- INR (deve ser utilizado apenas em doentes anticoagulados com AVK)
- Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (aPTT)
- Fibrinogénio
- D-Dimeros?
- Sensivel a presenca de trombose
- Inespecifico
- Funciona apenas para exclusao de trombose
- N&o indica gravidade ou local de trombose
- Nao distingue entre evento agudo ou crénico

- Possibilidade de utilizacao na monitorizac&o apds suspensao de anticoagulacao
(indicador de trombose recorrente)



Testes de Coagulacao:
Testes especificos

- Testes de mistura

- Doseamento de fatores

- Doseamento de inibidores

- Tempo trombina (TT)

- Tempo de Reptilase (TR)

- dRVVT (Tempo veneno vibora de Russel)

- Anti Xa

- Pesquisa de mutacoes (PCR)

- Pesquisa de anticorpos (quimiolumeniscéncia)



Testes de Coagulacao:
Fase pre analitica

Antes da colheita:

m Prescricdo racional de testes
« Painel hemorragico
« Painel trombaotico

m Testes em fase aguda vs testes em ambulatério

« Doentes internados!

m Informacao de medicacao instituida

« Suspender anticoagulacéao!



Testes de Coagulacao:

Fase pre analitica
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Testes de Coagulacao:
Fase pre analitica

Quando suspender anticoagulacao?

- Antagonistas de vitamina K — 15 dias
- Anticoagulantes orais diretos — 48 horas
- Heparina — 24H

No caso de risco trombdtico muito elevado manter heparina de baixo
peso molecular



-
Importancia da Colheita

Nao traumatica

Evitar contaminacao com heparina

Encher corretamente o tubo (pelo traco)
- Proporcéao de citrato para sangue total - 1:9

No caso de Htc > 55% adaptar dose de citrato
-« Proporcéo de citrato para plasma — 1.5

Nao misturar sangue de dois tubos mal cheios

- Agitacao suave do tubo para misturar



Transporte e processamento da amostra:
Coagulacao de rotina

- Transporte em temperatura ambiente, para o Laboratério o mais depressa

possivel
- Fator VIl ativado pelo frio
- Precipitacao ao frio do FVIIl e FvW

- Centrifugacao a 1500g durante 15min

- Processamento de amostras
- Estudo plaquetario — até 2H apds colheita
- Restantes provas — até 4H apos colheita



Transporte e processamento da amostra:
Coagulacao especial

- 22 centrifugacao (plasma) para eliminacao de residuo plaguetario

- Armazenamento do plasma a -20°C durante 2 a 4 semanas
- Descongelamento em banho maria a 37°C, durante 3-5 min e homogeneizar

- Hemolise, Lipémia e Ictericia — Nao processar!



-
Trombofilia — Momentum diagnostico

= As amostras devem ser colhidas pelo menos 30 a 45 dias ap6s o ultimo
evento trombatico.

= Nao colher amostras nas seguintes situacoes:
Episddio agudo de TEV;,
Durante terapéutica anticoagulante oral com antagonistas da vitamina K;
Durante terapéutica com heparina,
Mulheres gravidas e até 3 meses apos o parto;
Durante terapéutica com estrogénios — esperar pelo menos 2 meses ap0s a suspensao;

Doentes com sindrome nefrético, disfuncéo hepatica, CID, doenca inflamatoria.



Trombofilia — Momentum diagnostico

Testes de pesquisa de trombofilia:

Nao definem um quadro clinico de trombose nem ajudam a fazer o
diagndstico diferencial

Nao determinam as medidas terapéuticas imediatas

NAO SAO
ANALISES
URGENTES!!




e
Trombofilia

Alteracoes hereditarias ou adquiridas do sistema de coagulacao gue
levam a um estado pro-trombatico

Hereditaria (congénita ou juvenil) - geneticamente determinada

Adguirida - determinada por factores adquiridos ao longo da vida



-
Trombofilia — Classificacao

Hereditaria/Congeénita Adquirida

Associada a hx. familiar de TEV Nao associada a hx. familiar

Historia de imobilizacao/cirurgia

TEV recorrente
recente

Nao associada a factores

Terapéutica com estrogénios
desencadeantes

<50 anos de idade Associada a outras patologias




Trombofilia - Classificacao

Hereditaria: Adguirida:

= Défice de Antitrombina = Sindrome Antifosfolipidico

= Défice de Proteina C = Aumento de Fatores de coagulacao (FVIII)
= Défice de Proteina S = Neoplasias solidas

= Fator V de Leiden = Gravidez

= Mutacao PT G 20210 A (Protrombina) = Neoplasias Mieloproliferativas

= Mutacdo MTHFR (Hiperhomocisteinémia) = Obesidade

= Disfibrinogenémia = Imobilizacao

= Aumento do PAI = Traumatismo

= Cirurgia major e ortopédica
= Cateter Venoso Central



Trombofilia hereditaria — risco trombotico

« Trombofilia major

Defice de Antitrombina - 1.8% ao ano
Defice de Proteina C - 1.5% ao ano
Defice de Proteina S- 1.9% ao ano

e Trombofilia minor
Presenca de Fator V Leiden - 0.5% ao ano

Presenca de mutacéo do gene da protrombina - 0.3% ao ano

Aumento do Factor VIII - 0.5% ao ano

. Trombofilia muito baixo risco
Aumento do Fator IX - 0.1% ao ano
Aumento do Fator X| - 0.2% ao ano

Taxa anual de recorréncia de trombose venosa

Trombofilia Recorréncia de trombose venosa

Deficiéncia de antitrombina  9,3% (1,9-27,1)

Deficiéncia de proteina C 6,9% (2,814,3)

Deficiéncia de proteina S 8,9% (2,9-20,9)

Factor V Leiden 3,6% (1,7-6,9)




Trombofilia hereditaria - prevaléncia

Prevaléncia de trombofilia hereditdria

Trombofilia Populacgio geral Doentes com TEV
Deficiéncia de antitrombina 0,02% 7%

Deficiéncia de proteina C 0,2% 7%

Deficiéncia de proteina S 0,03-0,13% 7%

Factor V Leiden® 4-7% 21%

Mutacdo do gene da protrombina® 0,7-4% 6%

Niveis elevados de factor VIl n% 25%

Middeldorp S, van Hylckama Vlieg A. Does thrombophilia testing help in the clinical management of patients? Br J Haematol 2008;143:321-35.



-
Antitrombina (AT)

Inibidor primario da trombina
« Efeito inibitério sob FIXa, FXa e FXla

« Acelera a dissociacao do complexo

FVIla/FT e impede a sua Soems S
reassociagao 1 . 5 \ /

« Elimina qualquer atividade e g ATL’ A,T"'_Qég
procoagulante excessiva ou o -A“‘P I
indesejavel T SR e

Fibrindgeno=—g- G0dgulo.




e
Défice de Antitrombina

Teste cromogénico (funcional)

- Baseado no principio da inibicdo pela AT do Flla (protrombina) ou FXa, na presenca de heparina
- Heparina potencia a agcédo da AT para inibir o FXa ou o Flla

- Medicao da quantidade de FXa ou Flla residual o qual é inversamente proporcional a quantidade
de AT da amostra

AT + Heparin - [AT « Heparin]

[AT = Heparin] + FXa (excess) - [AT = Heparin = FXa] + FXa (residual)

FXa (residual)
S-2765 - Peptide + pNA




e
Défice de Antitrombina

Causas de deficiencias adquiridas de AT

« Tratamento com heparina

« Coagulacao Intravascular Disseminada (CID)
* Pre-eclampsia

« Doenca hepatica

« Sindrome nefrotico

« Cirurgia major

* Neoplasias

« Leucemia promielocitica aguda (LPA)

« Tratamento com asparginase



ProteinaC e S

* Proteina C inibe a coagulacao
clivando e inativando os FVa e FVIII

* Proteina S atua como cofator nao
enzimatico nas reacdes de inativacao

PRO-COAGULANTE Cascata de ANTICOAGULANTE
Coagulacao
Villa \LI— ———————————————
\
Inibicdo |

Proteina$S |
I
Fibrinogéni/ Proteina APC
C

Trombina

Trombomodulina

\%

Coagulo de fibrina Célula endotelial




e
Défice de Proteina C e S

Teste coagulométrico

- Baseado num TP ou num aPTT

- Determinacao do aPTT no plasma do doente, com activador da Proteina C (PC)

- A PC activada vai inibir o FVa e o FVIII tornando mais lenta a formacéo do coagulo
- Quando ha défice da PC o coagulo forma-se mais rapidamente

- Para doseamento de Proteina S acrescenta-se excesso de PC

- Limitacbes deste método:
- Menos especifico que ensaio cromogénico
- Interferéncia dos aPL e heparina
- Interferéncia FV de Leiden ou outros fatores de coagulacao




e
Défice de Proteina C

Teste cromogénico

- Baseado no principio da activacao da PC da amostra por um activador
- ApOs incubacao junta-se um substrato cromogénico

- A quantidade de proteina C é directamente proporcional a densidade optica.

Neste teste nao ha nenhuma reacao de coagulacao.

1. Protein Cigzmpe) + Protac® = APC

2. APC + chromogenic substrate = pNA (yellow) + peptide



e
Défice de Proteina C

Deficiencias adquiridas de Proteina C

« Infecdo grave (meningite menigococica)
« Anticoagulacao com AVK

* Def. Vitamina K

« Doenca hepatica

- CID

« Transplante hematopoiético

« Tratamento com asparginase



e
Défice de Proteina S

Deficiencias adquiridas de Proteina S

« Gravidez

« Puerpério

« Anticontracetivos orais

« Anticoagulacdo com Antagonistas da Vitamina K
* Def. Vitamina K

« Doenca hepatica

- CID

« Sind. Nefrotico

« aPL



e
Factor V de Leiden

Factor V Leiden é uma mutacao (gene do FV) que impossibilita a atuacéo da
Proteina C activada.

DI_ Al I A2 " B B e FV
‘,/ e
\ < Point mutation >
[Ser e Lou Aap Arx GIn Gy lleGln | FVL Ro

X

\
Ny e

Polimorfismo no Fator V (mutacao “Factor V- Leiden”, 1691G/A)



-
Resisténcia a Proteina C ativada (aPCR)

= Em condi¢cbes normais, a Proteina C activada (PCa), como inibidor da coagulacao, vai inativar o

FVa e o FVllla, prolongando o tempo de coagulacéo
= Na resisténcia do plasma a PCa este efeito de inativacédo esta ausente ou diminuido
= A Resisténcia a PCa em alguns testes coagulométricos pode dever-se a outras causas, por

exemplo FVIII ou Fll elevados, portadores do polimorfismo da protrombina ou anticoagulante tipo

lupus



e
Resisténcia a Proteina C ativada

Métodos:
- 12 geracao pos
- aPTT com e sem PCa adicionada 120 1
- Calculo da razdo entre estes dois testes ‘:z |
- Exemplo 75s/35s= 2.14 HIERComel |
- Razao baixa em portadores de Resisténcia a PCa 40/

20

- Razao alta com FV normal i
= Os valores da razao dependem dos instrumentos e dos reagentes : ! 05
= Nao muito especifico, sao possiveis multiplas interferéncias PCA pgimi
= Grande influéncia do circuito pré analitico (ex. Colheita)

- 22 geracao
- Com uma pre-diluicao com plasma deficiente em FV (100% especifico e sensivel)



-
Mutacao da protrombina

- Analise de mutacao pontual por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

- Correlaciona-se com niveis mais altos de protrombina (FIl) no sangue mas para fazer a

pesquisa é obrigatorio fazer o estudo genético.

—_ —_— _—
— — jum—
—_— —- ——
— —_— ——
Ph— — —_—
J—— [p— —_—
ph—— p— —_—




Trombofilia adquirida — Sind. Antifosfolipidico

Doenca auto-imune caracterizada pela producao de anticorpos dirigidos a camada
fosfolipidica, que determina um estado pro-trombaotico.

« Associado a trombose arterial e venosa

« Doentes com anticoagulante lupico t€ém um aumento do risco de TEV recorrente
em 40%

« Dificuldade na avaliacao:

« nem todos os anticorpos antifosfolipidicos conferem o0 mesmo risco de
trombose

« até 5% da populacao em geral € portadora destes AC, sem eventos



-
Trombofilia adquirida — Sind. Antifosfolipidico

Critérios Clinicos:

= Um ou mais episodios de trombose venosa ou arterial em qualquer localizacao, na
auséncia de vasculite

= Morte intrauterina nao explicavel (feto sem malformacdes) apos as 10 semanas de
gestacao

= Parto antes das 34 semanas resultante de pre-eclampsia ou insuficiéncia placentar

= Trés ou mais abortos espontaneos, consecutivos, antes das 10 semanas de
gestacao (nao relacionados com alteracdes genéticas ou anatomicas)



-
Trombofilia adquirida — Sind. Antifosfolipidico

Critérios Laboratoriais:

= Anticoagulante lupico no plasma:
= 2 0u mais ocasioes, 12 semanas entre determinacoes.

= Anticorpo anti-Cardiolipina (aCL) (IgG e/ou IgM) no soro ou no plasma:
= Titulo =2 40 GPL ou MPL U/mL
= 2 0u mais ocasibes, 12 semanas entre determinacoes.

= Anticorpo anti-32GPI (IgG e/ou IgM), no soro ou plasma:

= Titulo =210 RU/mL

= 2 0u mais ocasioes, 12 semanas entre determinacdes



-
Trombofilia adquirida — Sind. Antifosfolipidico

Anticoagulante lupico e
‘1, !
° d RVVT screen | ng Clot time within established cut-off | Clot time prolonged 51
° d RVVT Confl rm atérIO Nega;ivn LA | Perform dRV\;i' confirm test

Calculate dRVVT test/confirm ratio !

- Razdos/c>1,2 | |

Ratio < cut-off 1 Ratio 2 cut-off |
- Testes de Mistura (1:1) ! |
- N&o correccéao positivo para presenca de inibidor dRVVT negative for LA R—
therapy? 1
|
No: dR:fVT is ‘ Yes or u;known: \
positive Perform mixing study 1_

and repeat algorithm |
with mixed plasma sample




-
Guidelines — guando e quem testar?

- Trombofilia Hereditaria:
- Evento trombotico venoso néao provocado antes dos 50 anos
- Historia familiar pesada de trombose venosa nao provocada
- Recem-nascidos com purpura fulminans devem ser imediatamente testados para defice de

proteinaC e S
- Gravidas com familiar direto com historia de trombose venosa nao provocada na gravidez

- Trombose venosa de locais incomuns (veias cerebrais ou esplenicas)

- Trombofilia adquirida:
- Trombose apos os 40 anos, sem fator precipitante evidente

- Abortos de repeticao
- Sindrome de HELLP



-
Trombofilia — marcha diagnostica

Avaliacao inicial

« Anamnese: histdrias pessoal e familiar de TEV (tromboses em idade jovem,
recorrentes, em localizagcbes incomuns, abortos de repeticao)

 Factores de risco adquiridos (reversiveis)

 Exame objetivo

« ECD: hemograma, para excluséo de Neoplasias Mieloproliferativas

EQUACIONAR hipétese de Neoplasia oculta. A investigacdo invasiva NAO esta indicada por rotina.



-
Trombofilia — marcha diagnostica

Avaliacao Laboratorial

TP — detecta efeito dos anticoagulantes orais, que causam | niveis das proteinas C e S

aPTT — possivel identificacdo da SAAF (dependendo da sensibilidade), ndo é suficiente
para exclui-lo

TT — identificacao da disfibrinogenémia e contaminacao por heparina;



-
Trombofilia — marcha diagnostica

Avaliacao laboratorial

Quando clinicamente indicada, a avaliacao laboratorial devera incluir os seguintes testes:

Deficiéncia de AT v' aPL — anticoagulante lupico,

L anticardiolipina, anti- ,glicoproteina |
Deficiéncia Prot. C
Deficiéncia Prot. S

Mutacao FV Leiden

N N N NN

Mutacéo G20210A da Protrombina



-
Trombofilia — marcha diagnostica

Avaliacao laboratorial

« A supervisao da escolha dos testes e a sua Interpretacao deve ser
realizada por especialistas experientes

« conhecedores dos factores relevantes que podem influenciar os
resultados, em cada caso individual

« O objetivo do laboratério € evitar resultados falsos negativos e positivos
(mais comuns)



Realidade do HFF

Pedidos Antitrombina em 2018

® Ambulatério = Internamento Urgentes

8%

NC total de pedidos - 442



Realidade do HFF

Pedidos Proteina C em 2018 Pedidos Proteina S em 2018

m Ambulatorio = Internamento = Urgentes = Ambulatorio = Internamento © Urgentes

6%
49%

7%
44%

N° total de pedidos - 448 NO total de pedidos - 448



Realidade do HFF

Pedidos Ac. Lupico em 2018
3%

m Ambulatério
® |[nternamento
Urgentes

NC total de pedidos - 879



Conclusao

- O correto diagnostico laboratorial de trombofilia depende de uma boa
comunicacao entre o laboratorio e as areas clinicas

- Os pedidos de analises devem ser racionais e adaptados a historia clinica e a
terapéutica atual do doente

- Apesar das multiplas interferéncias existentes nos testes disponiveis, um
timing correto na sua realizacao aumenta a sensibilidade e especificidade
para perto dos 100%

- Existe uma consulta de Coagulacéao, da responsabilidade do servico de
Imunohemoterapia e da Medicina 4, para o estudo de trombofilia



Obrigada



