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Variabilidade na sensibilidade a heparina de reagentes do TTPA em
plasmasheparinizado in vitro e de pacientes heparinizados
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Resumo

Introducao: No final da década de 80 e inicio dos anos 90 varios estudos demonstraram a falta de
padronizagdo e a variabilidade nos resultados do TTPA devido a diferentes sensibilidades a heparina dos
reagentes empregados para sua determinagao.

Objetivo: Avaliar a sensibilidade a heparina de reagentes utilizados para a determinagdo do TTPA em
amostras de plasmas heparinizadas in vitro e de pacientes em uso de heparina no fracionada (HNF).
Material e Métodos: Para este estudo foi utilizado um pool de plasma heparinizado, com concentragdes de
0,1 até 1,0 unidade de heparina/mL, 29 pacientes em uso de HNF e 8 kits de reagentes para a determinagao
do TTPA.

Resultados e Discussdo: Com os plasmas heparinizados in vitro os resultados com o reagente da Actin®
foram estatisticamente diferente dos da Labtest®, da Human® e da Clot®. O melhor coeficiente de correlagao,
esultado do TTPA versus concentragdo de HNF, foi observado com o reagente da Stago® (R=0,9919). Quando
se empregou os plasmas de pacientes em uso de HNF os resultados do Actin® e do Actin FSL®

foram estatisticamente diferentes dos da Clot®.

Conclusao: Diferengas estatisticamente significativas, nos valores de TTPA, ainda sdo observadas, tanto em
plasmas de pacientes em uso de HNF como em plasmas heparinizados in vitro de acordo com o reagente
utilizado.

Palavras-chave: Tempo de tromboplastina parcial ativado. Heparina. Anticoagulantes. Monitoramento.
Sensibilidade.

Abstract

Introduction: At the end of the 1980s and at the beginning of the 1990s, several studies showed lack of
standardization and variability in APPT results due to the different sensibilities to heparin in reagents used
for its determination.

Objective: To evaluate the sensibility to heparin in the different reagents used to determine APPT in samples
of heparinized plasma in vitro and in patients using non-fractioned heparin (NFH).

Material and Methods: This study was performed with a pool of heparinized plasma with concentrations
from 0.1 to 1.0 unit heparin/mL, 29 patients using NFH and 8 reagent kits for TTPA determination.

Results and Discussion: Using heparinized plasma in vitro, there was a statistically significant difference
with Actin® reagent in relation to Labtest®, Human® and Clot® reagents. The best correlation coefficient, a
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result of the APTT versus UFH concentration was observed with reagent from Stago® (R = 0.9919). When
we used the plasma from patients using UFH, the results of Actin ® and Actin FSL® were statistically

different from the Clot®.

Keywords: Activated partial thromboplastin time. Heparin. Anticoagulant. Monitoring. Variability.

Introducao

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado
(TTPA) ¢ um teste amplamente utilizado para
detectar a deficiéncia de fatores na via intrinseca
e comum do sistema de coagulacdo e a presenca
de inibidores, tais como o anticoagulante lupico. O
TTPA também ¢ utilizado para monitorar a terapia
heparinica, o prolongamento do tempo de coagulagado
¢ proporcional a dose deste anticoagulante (LIPPI;
FAVALORO, 2008).

A heparina ¢ um potente anticoagulante utilizado
na profilaxia e tratamento de doengas como a
trombose venosa profunda, o embolismo pulmonar, o
infarto agudo do miocardio e em certos procedimentos
como a hemodialise. O efeito anticoagulante in vivo
depende de varios fatores como o tipo de heparina
administrada, o tipo de medicamento administrado
concomitantemente e o metabolismo do paciente, desta
maneira ¢ importante monitorar laboratorialmente a
terapia com heparina pela determinacao do TTPA para
adequar a dose de heparina ao efeito anticoagulante
desejado (HAMERSCHLAK; ROSENFELD, 1996).

Nas décadas de 80 e 90 wvarios estudos
falta de padronizagdo dos
reagentes empregados para a determinacdo TTPA

demonstraram a

e a variabilidade na sensibilidade a heparina nao
fracionada (HNF). Esta variabilidade na sensibilidade
se deve, principalmente, pela constitui¢do do
reagente, portanto estudos deveriam ser realizados
para padronizar os resultados deste exame. Também
foi demonstrado que esta variabilidade pode interferir
na prescri¢do deste anticoagulante podendo levar o
paciente a um estado de anticoagulagdo indesejado
tendo um risco aumentado de hemorragia ou
trombose (BJORNSSON; NASH, 1986; KITCHEN
et al, 1996; KITCHEN et al., 1999, POLLER,
THOMSON, TABENER, 1989).

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a
variabilidade nos resultados do TTPA utilizando oito
kits comerciais e empregando plasmas heparinizados

in vitro e plasmas de pacientes em uso de HNF.

Materiais e Métodos
Pacientes e Obtencdo das Amostras

Para este estudo foram  selecionados
aleatoriamente 29 pacientes internados no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina,
que faziam o uso de HNF por via endovenosa
ou subcutanea. O sangue foi colhido em tubos a
vacuo, marca Becton Dickinson, contendo citrato
de sodio 3,2% como anticoagulante. As amostras
de plasma foram congeladas em nitrogénio liquido
e posteriormente foram mantidas em congelador
a -70°C até a realizacdo dos testes. As amostras
hemolisadas, lipémicas, ictéricas e/ou que ndo
apresentaram a propor¢do sangue/anticoagulante
9:1 foram excluidas do estudo. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Bioética e Etica em
Pesquisa da Irmandade Santa Casa de Londrina
— BIOISCAL e os termos de consentimento, para
a participag@o no estudo, foram obtidos de cada

paciente.
Preparagdo do pool de Plasma

O pool de plasma empregado para o calculo da
relagdo (R = TTPA paciente/TTPA pool) e para a
realiza¢do da curva de plasmas heparinizados foi
preparado pela mistura de 25 amostras de plasma
de doadores de sangue atendidos no Hemocentro do

Hospital Universitario.
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Reagentes utilizados para realizagdo do TTPA

Foram utilizados oito kits comerciais para a
determinagdo do TTPA: Actin (ACTIN) e Actin FSL
(ACTIN FS) da marca Dade-Behring®, STA PTT

aPTTS(TRINITY S)e TriniCLOTaPTTHS (TRINITY
HS) marca Trinity Biotech®, APTT Hemostasis
(LABTEST) marca Labtest®, TTPA CLOT (CLOT)
marca Bios Diagnostica® e HEMOSTAT aPTT-EL
(HUMAN) marca Human do Brasil®. A composi¢ao

A (STAGO) marca Diagnostica Stago®, TriniCLOT  dos reagentes utilizados esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao dos reagentes utilizados para a determinagdo do Tempo
de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA)

MARCA PRODUTO COMPOSICAO*
BIOS TTPA CLOT Composto de extrato de cérebro de coelho, acido elagico tampdo e
DIAGNOSTICA® conservante
DADE-BEHRING® Actin® Acido elagico para a ativagio dos fatores XII e XI, extrato de
cérebro de coelho, um fosfolipidio como um substituto de um fator 3
plaquetario e fons de calcio (0,02 mol /L)
DADE-BEHRING® Actin® FSL Factor Sensivel (FS) contém acido elagico para a ativagdo dos fatores
XII e XI, bem como um fosfolipideo de soja como substituto de um
fator 3 plaquetario. Este sistema reagente ¢ também complementado
com ions de calcio (0,02 mol / L).
DIAGNOSTICA STAPTT A® Reagente liofilizado contendo um substituto plaquetario (cefalina)
STAGO® extraido de tecido cerebral de coelho e um ativador de particulas
(silicio) em meio tamponado. Cloreto de Calcio 0,025M.
HUMAN DO HEMOSTAT aPTT- Extrato cloroformizado de cérebro de coelho (fosfolipede) 0,007%,
BRASIL® EL acido elagico 0,0037%. Cloreto de calcio 0,02mol/L. Azida 0,1%.
LABTEST® APTT Hemostasis Contém acido elagico > 99mmol/L, fosfolipede de cérebro de coelho
>0,007%, fenol 320mmol/L, albumina bovina 0,005%, estabilizadores
e preservativo. Cloreto de calcio 20mmol/L e azida sodica <0,095%.
TRINITY TriniCLOT aPTT HS  Fosfolipideos purificados (porco e galinha); contém silica micronizada
BIOTECH® (ativador), tampao, estabilizador e conservante.
TRINITY TriniCLOT aPTT S Fosfolipideos purificados (porco e galinha); contém silica micronizada
BIOTECH® (ativador), tampdo, estabilizante e azida sodica a 0,02% como

conservante.

* Composigdo informada na bula de cada produto

Fonte: autores

Curva de heparina

A curva de heparina foi realizada a partir do pool
de plasmas com adi¢cdo de HNF para se obter as
concentracdes finais de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6;
0,7; 0,8; 0,9 e 1,0 unidade de heparina/mL.

Realizagdo dos testes coagulométricos

As amostras de plasma dos pacientes foram
descongelados rapidamente em banho-maria a
37°C. A determinag¢do do TTPA foi realizada em
equipamento automatizado de coagulagdao da marca
Dade Behring®, modelo Behring Coagulation
Timer (BCT), utilizando os reagentes citados
anteriormente. Os TTPAs da curva de heparina

foram realizados em duplicata. O equipamento
foi programado conforme recomendacdo de cada
fabricante.

Teste de repetibilidade

Para o teste de repetibilidade foram selecionadas
duas amostras, uma com o valor dentro dos valores
de referéncia (amostra A) e a outra com resultado
alterado (amostra B) de TTPA com o reagente
da Dade Behring®. Foram realizadas
determinagdes do TTPA para cada amostra com os

vinte

oito reagentes selecionados. Os resultados do TTPA
foram expressos em segundos ¢ R. A partir destes
resultados foram determinados a média, desvio
padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV).
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Andlise estatistica Resultados

] o ) Utilizando plasmas heparinizados in vitro (curva

O Teste de Friedman foi utilizado para verificar . .
i de heparina) os resultados com o reagente Actin®
as diferencas entre os resultados de TTPA expressos ;. . .
] ) ) o foram estatisticamentes diferentes daqueles obtidos

em R obtidos com os diferentes kits comerciais
) ) . o o com os reagentes da Labtest®, Human® e Clot®.
avaliados. Foi considerada significancia estatistica

quando o p< 0,05 Por sua vez, os resultados com reagente Human®
u ,05.

foram significativamente diferentes dos da Stago®
e da Trinity S® (Figura 1).

Figura 1 - Resultados de TTPA expressos em relagdo (TTPA plasma heparinizado/
TTPA pool de plasma), empregando oito kits comerciais ¢ plasmas heparinizados
in vitro. a- Actin versus Labtest, Human e Clot; b- Human versus Stago e Trinity S.
Andlise estatistica realizada pelo Teste de Friedman, foi considerado significancia
estatistica quando o p< 0,05

Q.0

A
\

a 0.1 0,z 0,3 a4 0,5 o,5 o7 0,8 0,9 1
U Heparina'ri

— Auctin —=— Actin FSL Labtest Hurnan

—— Stago —— Clot —— Trinity 5§ —— Trinity H=
ACTIN - DADE-BEHRINGa Actind; ACTIN FS - DADE-BEHRINGa Actin® FS;
HUMAN- HUMAN DO BRASIL®HEMOSTAT aPTT-EL; STAGO - DIAGNOSTICA
STAGOASTA PTT A; TRINITY S - TRINITY BIOTECHATriniCLOT aPTT S; TRINITY
HS - TRINITY BIOTECHATriniCLOT aPTT HS; CLOT - BIOS DIAGNOSTICAATTPA
CLOT; LABTEST - LABTESTa APTT Hemostasis
Fonte: autores

O reagente da Stago® apresentou o melhor resultado do TTPA versus concentragdo de HNF (
coeficiente de correlagdo (R?=0,9919) para o Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores do coeficiente de correlagdo (R2), resultados de Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativado (TTPA) versus a concentragao de heparina (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7,
0,8; 0,9 e 1,0 unidade de heparina/mL) em plasmas heparinizados in vitro

MARCA/PRODUTO R*
Dade-Behring®/Actin® 0,9582
Dade-Behring®/Actin® FSL 0,9751
Labtest®/ APTT Hemostasis 0,9868
Human do Brasil®/HEMOSTAT aPTT-EL 0,9800
Diagnostica Stago®/STA PTT A 0,9919
Bios Diagnostica® TTPA CLOT 0,9678
Trinity Biotech®/ TriniCLOT aPTT S 0,9807
Trinity Biotech® TriniCLOT aPTT HS 0,9835

Fonte: autores

Empregando plasmas de pacientes em uso de HNF
os resultados do ACTIN e¢ do ACTIN FSL foram
estatisticamente diferentes dos da CLOT. Os resultados
com reagentes Labtest® ¢ Human® foram diferentes
dos da STAGO e CLOT.

J& os valores obtidos com o reagente Stago®
foram diferentes daqueles com reagentes TRINITY S

e os da CLOT foram diferentes daqueles com reagente

TRINITY S e TRINITY HS (Figura 2).

Os reagentes Clot e Labtest apresentaram a maior
e a menor média da R, respectivamente (Figura 2). Na
Tabela 3, esta demonstrada a porcentagem dos pacientes

por faixa de R dos diferentes kits utilizados.

Tabela 3 - Distribui¢ao dos 29 pacientes em uso de heparina ndo-fracionada de acordo
com os valores da relagdo (TTPA paciente/TTPA pool) e kits comerciais utilizados
para a determinac@o do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA).

Relacio (TTPA paciente/TTPA pool)

Marca/Produto
até 1,5 1,5a25 Acima de 2,5
DADE-BEHRING 4 (14%) 21 (72%) 4 (14%)
DADE-BEHRING® 6 (21%) 19 (66%) 4 (14%)
A ST i 13 (45%) 16 (55%) 0 (0%)
MOWSPOMSIL e wem 0%
STAPTTA e 2 (7%) 21 (12%) 6 (21%)
BIOS DIAGNOSTICA® 1 (3%) 19 (66%) 9 (31%)
TRINITY BIOTECH 14 (48%) 12 (41%) 3 (10%)
R moTE sumy e s

Fonte: autores

Os valores do teste de repetibilidade estdo
demonstrados na Tabela 4. O CV e¢ o DP, em
todos os reagentes, foram abaixo de 1,4 ¢ 0,5, para

a amostra normal (Amostra A) ¢ 2,1 e 1,5 para a
amostra alterada (Amostra B), respectivamente.
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Figura 2 - Resultados de TTPA expressos em relagio
(TTPA paciente/TTPA pool de plasma), empregando
oito kits comerciais ¢ plasmas de pacientes em uso de
heparina nao-fracionada. a- Clot versus Actin, Actin FSL,
Trinity S, Trynity HS, Labtest, Human; b- Stago versus
Labtest, Human e Trinity S; c- Human versus Stago e
Clot. Analise estatistica realizada pelo Teste de Friedman,
foi considerada significancia estatistica quando o p<0,05.

44 b

1 085 7 9 1M 13 15 17 19 1 23 25 0N
AMOSTRAS
——Actin —a—Actin F5L Lahtest Human
—— Stago —— Clot ——Trnity 5 —— Trinity HS

ACTIN - DADE-BEHRINGa Actina; ACTIN FS -
DADE-BEHRINGA Actin® FS; HUMAN- HUMAN
DO BRASIL®HEMOSTAT aPTT-EL; STAGO -
DIAGNOSTICA STAGOASTA PTT A; TRINITY S
- TRINITY BIOTECHAaTriniCLOT aPTT S; TRINITY
HS - TRINITY BIOTECHAaTriniCLOT aPTT HS; CLOT
- BIOS DIAGNOSTICAATTPA CLOT; LABTEST -
LABTESTa APTT Hemostasis

Fonte: autores

Discussio e Conclusao

Varios fatores afetam a resposta do TTPA a
heparina, incluindo: varidveis pré-analiticas, tais
como o método de coleta e processamento da
amostra bioldgica; variaveis analiticas, em especial
a combinagdo do reagente e o instrumento utilizado
para determinar o TTPA e variaveis bioldgicas,
que incluem os niveis de fator de coagulacdo e
aquelas que afetam a farmacocinética da heparina
nao fracionada (EIKELBOOM; HIRSH, 2006). As
variaveis do paciente ¢ do reagente para TTPA sdo
as que apresentam maior influencia na variabilidade
dos resultados do TTPA em pacientes heparinizados
(OLSON, 2004).

A administra¢ao de heparina nao fracionada por via
intravenosa ¢ amplamente utilizada para o tratamento
do tromboembolismo venoso € o monitoramento
terapéutico, como citado anteriormente, ¢ obtido
através do teste de TTPA (KITCHEN et al., 1996).
A grande preocupacao em relagdo ao TTPA decorre
da diversidade de marcas de reagentes existentes
no mercado, com diferentes composicdes e,
conseqiientemente,  diferentes  sensibilidades a
heparina (WINKLER; SHEPPARD; FANTZ, 2007).
Esta diferenca na sensibilidade a heparina leva a
uma significativa variabilidade nos resultados de

TTPA, que podem ter implicagdes na prescricdo

Tabela 4 - Teste de repetitibilidade de diferentes marcas de tromboplastinas
empregadas na realizacdo do Tempo de Tromboplastina Pacial Ativado (TTPA).

Amostras

ACTIN ACTIN HUMAN STAGO TRINITY TRINITY CLOT LABTEST

FSL S HS
MEDIA (sg) 27,5 31.8 30,5 33.8 31,9 33.8 35,0 30,0

A DP (sg) 03 0.4 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5 0,2
CV (%) 11 14 0.6 0,7 0,5 0,6 13 0,7
MINIMO (sg) 27,1 30,7 30,2 333 31,5 33,5 345 295
MAXIMO(sg) 28,5 32,5 30,9 344 323 343 36,4 30,4
MAX - MIN 1.4 1.8 0,7 L1 0,8 0,8 1.9 0,9
MEDIA (sg) 61,7 70,6 62,6 75,6 75,2 83,0 81.4 65,5

B DP (sg) 13 L5 0,5 1,1 0,7 0,6 1.2 0,8
CV (%) 2,1 2,1 0,7 1.4 0,9 0,7 L5 1.2
MINIMO (sg) 59,3 65,9 61,6 743 73,9 82,1 79,7 64,2
MAXIMO(sg) 652 72,5 634 79,0 76,3 84,1 84,1 67,2
MAX - MIN 5.9 6,6 1.8 4,7 24 2,0 44 3,0

ACTIN - DADE-BEHRINGa Actind; ACTIN FS - DADE-BEHRINGA Actin® FS;
HUMAN- HUMAN DO BRASIL®HEMOSTAT aPTT-EL; STAGO - DIAGNOSTICA
STAGOASTAPTT A; TRINITY S - TRINITY BIOTECH&TriniCLOT aPTT S; TRINITY
HS - TRINITY BIOTECHATriniCLOT aPTT HS; CLOT - BIOS DIAGNOSTICAATTPA
CLOT; LABTEST - LABTESTa APTT Hemostasis

Fonte: autores
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deste anticoagulante e que por sua vez podem causar
complicagdes clinicas tais como hemorragia ou
trombose (OLSON, 2004).

Eikelboom e Hirsh (2006) ¢ Winkler, Sheppard
e Fantz (2007) citaram em seus trabalhos que,
ao contrario do tempo de protrombina (TP), que
conta com o INR para diminuir a variabilidade nos
resultados, para o TTPA ndo existe esta padronizagao.
A proposta de entidades como o College of American
Pathologists (Colégio Americano de Patologistas) ¢é
que os laboratorios clinicos determinem sua propria
faixa terapéutica. Para isso, recomenda-se um
grupo minimo de 30 a 40 pacientes que receberam
heparina. A correlacdo do TTPA deste paciente com
um nivel de heparina deve ser obtida com a titulagdo
com a neutralizagdo do sulfato de protamina ou
ensaio de atividade do anti-fator Xa. Entretanto, os
métodos utilizados na obtencdo desta correlagdo sdo
demorados, caros e ndo estdo disponiveis em muitos
laboratorios. Desta forma, na falta de um sistema
de padronizagdo para o monitoramento da HNF
pelo TTPA a escolha do reagente é muito importante
pois diferengas na sensibilidade dos reagentes foram
demonstradas em varios estudos nas décadas de
80 e 90, como os de Bjornsson e Nash (1986) que
utilizaram 7 kits de reagentes para o teste de TTPA,
o de Kitchen et al. (1996), com 9 reagentes, e Kitchen
et al. (1999) com 7 reagentes. Notou-se que existia
uma grande variabilidade nos resultados tantos do
teste com ex vivo como in vitro. Brill-Edwars et al.
(1993) mostraram variagdo de sensibilidade a heparina
em testes realizados com amostras de pacientes e
utilizando reagentes da mesma procedéncia, porém
com lotes diferentes.

Como namaioria dos laboratdrios, o monitoramento
da terapia com HNF ainda ¢é realizado pelo TTPA, uma
série de estudos demonstraram uma correlagdo entre
heparinizacao inadequada e recorréncia de trombose.
Como conseqiiéncia direta destas observagoes a
maioria dos laboratorios adotou como intervalo
terapéutico valores de relagdo entre 1,5 a 2,5 para o
reagente do TTPA em uso, que corresponde a uma
concentracdo de heparina de 0,2-0,4Unidades/mL

baseada nos valores por titulagdo com protamina ou
inibigao do fator Xa (EBY, 1997; KITCHEN, 2000).

Nelson (1999) mostrou que ha diferencas na
concentracdo de heparina quando a determinagdo ¢
realizada pelos métodos de titulagdo com a protamina
ou inibi¢do do fator Xa. Ja, Cuker et al. (2008)
mostram que essa faixa terapéutica, em comparagao
com o fator anti-Xa, ndo tem uma boa concordancia
interlaboratorial. Essas observagdes sugerem que
mais estudos devem ser realizados para comprovar a
melhora da variabilidade entre os reagentes ¢ métodos.

No presente trabalho foram estudadas 8 marcas
de reagentes para a determinacdo do TTPA, com
diferentes composic¢des (tabela 1), utilizando plasmas
de pacientes em uso de HNF e plasmas heparinizados
in vitro. Nestes dois casos foram observadas diferencas
significativas estatisticamente nos resultados de TTPA,
as quais foram dependentes da marca de reagente
utilizado.

O melhor coeficiente de correlagdo (R2), resultado
do TTPA versus concentragdao de HNF, foi observado
com (R2=0,9919), ou seja, o reagente da Stago®
mostrou a melhor correlacdo entre os resultados do
TTPA com as concentragdes de heparina.

Considerando a faixa terapéutica na qual os
pacientes em terapia com HNF foram classificados,
foi observada uma variabilidade de acordo com a
procedéncia do reagente. Para valores de R até 1,5, o
kit da Clot® apresentou o menor niimero de pacientes
(1) enquanto que o maior niimero foi observado com
os kits da Human® (14) e Trinity S® (14). Para valores
de R entre 1,5 ¢ 2,5 0 menor e o maior niumero de
pacientes foram observados com a marca Trinity S®
(12) e Actin® (21) e Stago® (21), respectivamente.
Jé para valores de R acima de 2,5 o menor e o maior
numero de pacientes foram observados com a marca
Labtest® (0) e Clot® (9), respectivamente. Estes
resultados indicam que dependendo da procedéncia
dos reagentes utilizados para a determinagdo do TTPA
o paciente pode ser classificado em diferentes faixas
terapéuticas e isto pode interferir na prescricdo da
HNF.
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A maior média da R foi obtida com o reagente da
Clot® (2,26) e a menor com o reagente da Labtest®
(1,60). Estas diferencas significativas nos resultados da
R podem ser explicadas pela diferenga na sensibilidade
dos reagentes de marcas diversas em relagdo a HNF.

No teste de repetibilidade, os resultados obtidos
mostram uma Otima performance dos reagentes,
conforme indicado pelos seus fabricantes.

O presente estudo demonstrou que ainda existem
diferencas estatisticamente significativas nos valores
de TTPA em relacdo a sensibilidade a heparina de
acordo com o kit comercial empregado para sua
determinacdo.
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