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Resumo:

Com o objetivo de avaiar a influéncia do volume de sangue em tubos de citrato sobre o tempo de
protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial (TTPA) ativada, coletaram-se 10,5 mL de sangue de
guatro caes higidos. As amostras foram depositadas em tubos comerciais para 4,5 mL conforme os
seguintes volumes: 4,5 mL (controle), 3,0 mL, 2,0 mL, 1,0 mL em tubos de citrato de sodio a 3,2%. Os
valores de TP e TTPA foram determinados manualmente mediante kits comerciais. O tempo de
protrombina foi maior nas amostras com 1 mL de sangue quando comparadas com os volumes de 2 mL,
3 mL e 4,5 mL. Também, observou-se que as amostras com 2 mL de sangue apresentaram tempos
maiores de TP quando comparadas com amostras de 4,5 mL. Entretanto, as amostras de 3 mL
apresentaram valores iguais aguelas com 4,5 mL (P>0,05). Ressalta-se que somente as amostras de 4,5
mL e 3 mL apresentaram valores médios dentro da referéncia estabelecida pelo kit bioguimico. Os
resultados de TP indicaramn que amostras com menos de 3 mL de sangue apresentam tempos
aumentados, invalidando seu uso diagnéstico. O aumento do TP estaria associado a uma efeito de
diluicdo do plasma citratado pela alta proporcdo de anticoagulante nas amostras de 2 mL (60% de
anticoagulante) e 1 mL (80% de anticoagulante). Diferentemente do observado com o TP, o volume de
sangue depositado dentro do tubo de citrato ndo afetou 0 TTPA, a pesar de observar-se uma tendéncia
nos valores de TTPA serem maiores nos tubos com 1,0 mL quando comparados com o de 3 mL de
sangue. As médias dos resultados de TTPA de todos os tubos encontraram-se dentro dos valores
recomendados pelo kit. Observou-se uma correlacdo inversamente proporcional entre os volumes de
sangue depositado no tubo de citrato com o tempo de protrombina assim como com O tempo de
tromboplastina parcial ativada. Estes dados indicam que menores volumes de sangue depositados em
tubos de citrato podem afetar os resultados devido ao efeito de diluicéo.
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TEMPOS DE PROTROMBINA E TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA EM
TUBOS DE CITRATO COM DIFERENTES VOLUMES SANGUINEOS

INTRODUCAO

Os exames clinicos laboratoriais sdo feitos a partir de uma amostra bioldgica e
compreende trés fases distintas: pré-analitica, analitica e pds-analitica (LIPPI et al,. 2008). A
fase pré-analitica inicia-se desde a obten¢do de informacdes do paciente, coleta, identificagdo,
transporte e recebimento da amostra bioldgica, ou seja, é a etapa que antecede a andlise da
amostra (BRASIL, 2005; MOTTA, 2009). Segundo REASON (2000), é esta fase sensivel a
erros, pois depende da tomada de decisdes e conhecimento humano para obteng¢do da amostra.
A fase analitica e pds analitica consiste na andlise e entrega dos resultados, respectivamente.
Cada etapa pode conter erros que afetam a confiabilidade dos resultados gerados (PLEBANI,
2007).

Entre os pardmetros utilizados para a triagem pré-cirdrgica estdo os testes de
hemostasia, processo fisioldégico que tem como finalidade a manutencido e integridade do
fluxo sanguineo bem como o controle da hemorragia (BAKER, 2007). Entre estes testes pode-
se avaliar a hemostasia secunddria in vitro mediante a ativagdo da cascata de coagulacido que
mede o tempo de formagdo do codgulo (TSENG et al., 2001).

Entre os testes de triagem para avaliar a cascata de coagulacdo estdo a mensuragdo do
tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)
(MEDEIROS, 2001). O TP detecta desvios na via extrinseca (fator VII) e comum (fatores
X,V.II e 1) tendo valores prolongados em alguns casos de intoxicacdo, doencas hepdticas,
deficiéncias especificas entre outros. O TTPA € usado para monitorar anormalidade na via
intrinseca (fatores XII, XI, IX e VIII) e comum, utilizado como exame de rotina no
diagnostico de doencas e hemofilias (BAKER, 2007; BAUER, 2009).

A avaliacdo laboratorial da hemostasia € importante para o diagndstico e tratamento
das coagulopatias, no entanto, quando analisadas de forma imprecisa e inexata podem
comprometer o diagndstico e a conduta terapéutica, representando um risco para o paciente,
devido a falsos diagndsticos, particularmente para aqueles que estdo em condi¢des clinicas
mais graves (WAHLS, 2007; PLEBANI, 2009).

A este respeito tanto TP quanto TTPA requerem para sua mensuragdo o uso do
citrato de sdédio como anticoagulante. Diferentemente dos outros tipos de anticoagulantes os

tubos comerciais de citrato contém um alto volume de anticoagulante (0,5 mL em tubos de 5



mL), o que poderia gerar erros pré-analiticos devido a um efeito de dilui¢do do plasma
quando o volume de sangue depositado nestes tubos for inferior ao recomendado pelo
fabricante. Por isso, objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do volume de sangue
coletado em tubos de citrato para 4,5 mL sobre os tempos de protrombina e tromboplastina

parcial ativada em caninos.

MATERIAIS E METODOS

Coletou-se 10,5 mL sangue de quatro cdes higidos, sem raca definida, mediante
venopungdo jugular. O sangue foi depositado em tubos comerciais de citrato de sodio a 3,2%
(4,5 mL) nos seguintes volumes: 4,5 mL (controle, 90% sangue vs 10%citrato); 3,0 mL (60%
sangue vs 40% citrato) ; 2 mL (40% sangue vs 60% citrato) e 1 mL de sangue (20% sangue vs
80% citrato). Em até 2 horas apds a coleta as amostras foram centrifugadas (x 800g) para
obtencdo do plasma citratado que foi acondicionado em microtubos eppendorf para anélise
imediata. Nas amostras de plasma determinou-se mediante kits comerciais o TP (Bioclin),
TTPA (Biotécnica), manualmente usando banho térmico a 37°C, e cronometro digital.

Os resultados obtidos foram tabulados de forma pareada de cada animal. Calculou-se
média e desvio padrdo, e as diferengas entre volumes de amostras foram calculadas mediante

o teste T de Student pareado, considerando significativos quando P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o tempo de protrombina foi maior nas amostras com 1 mL de
sangue quando comparadas com os volumes de 2 mL (3,9 segundos), 3 mL (5,29 segundos) e
4,5 mL (6,29 segundos) (P<0,05, Tabela 1). Também, observou-se que as amostras com 2 mL
de sangue apresentaram tempos maiores de TP quando comparadas com amostras de 4,5 mL
(2,4 segundos, P<0,05, Tabela 1). Entretanto as amostras de 3 mL apresentaram valores iguais
aquelas com 4,5 mL (P>0,05). Ressalta-se que somente as amostras de 4,5 mL e 3 mL
apresentaram valores médios dentro do considerado normal pelo kit bioquimico (<12
segundos). Porém maiores que os sugeridos por LOPES et al. (2004) (4,07 — 9,67 segundos e
por MISCHKE et al. (2003) (6,5 — 8,5 segundos).

Os resultados de TP indicam que amostras com menos de 3 mL de sangue
apresentam tempos aumentados, invalidando seu uso diagnéstico. O aumento do TP estaria
associado a uma efeito de diluicdo do plasma citratado pela alta propor¢ao de anticoagulante

nas amostras de 2 mL (60% de anticoagulante) e 1 mL (80% de anticoagulante).



Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrio) dos tempos de protrombina (TP) e
tromboplastina parcial ativada (TTPA) em diferentes volumes de amostras de sangue

adicionados em tubos de citrato para 4,5 mL.

Volume TP (segundos) TTPA (segundos)
4,5 mL 10,53 £ 0,72 16,36 + 4,06
3,0 mL 11,53 £ 1,65 15,75 £ 2,27
2,0 mL 12,92 + 0,99 18,12 £ 0,62
1,0 mL 16,82 £ 2,06 27,65 +£9,84
Valor de P
1 mL x 2 mL 0,034 0,177
1 mL x 3 mL 0,006 0,089
1 mL x 4,5 mL 0,004 0,212
2mL x3 mL 0,101 0,131
2 mL x 4,5 mL 0,016 0,556
3mL x 4,5 mL 0,208 0,869

Diferentemente do observado com o TP, o volume de sangue depositado dentro do
tubo de citrato ndo afetou o TTPA, a pesar de observar-se uma tendéncia nos valores de
TTPA serem maiores nos tubos com 1,0 mL quando comparados com o de 3 mL de sangue
(P<0,1, Tabela 1). As médias dos resultados de TTPA de todos os tubos encontraram-se
dentro dos valores recomendados pelo kit (<28 segundos), porém o tubo com 1 mL
apresentou tempo superior ao sugerido por LOPES et al. (2004) (11,9 — 18,3 segundos), e
todos os tubos, incluindo o controle com 4,5 mL apresentaram valores superiores aos
indicados por EVANS & FLYN (1992) (7,74 — 9,26 segundos).

Por outro lado, observou-se uma correlagdo inversamente proporcional entre o
volume de sangue depositado no tubo de citrato com o tempo de protrombina assim como
com o tempo de tromboplastina parcial ativada (Figura 1 a e b, respectivamente). Estes dados
indicam que menores volumes de sangue depositados em tubos de citrato podem afetar os

resultados devido ao efeito de diluigdo.
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Figura 1. Correlagdo entre os tempos de protrombina (a) e tromboplastina parcial ativada (b)

de acordo com o volume de sangue adicionado nos tubos de citrato para 4,5 mL de sangue.

CONCLUSAO
Em base aos resultados conclui-se que tubos de citrato com baixo volume de sangue
afetam os resultados do coagulograma, especialmente o tempo de protrombina, o que pode

ocasionar erros de diagndéstico e conduta terap€utica.
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