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I. FINALIDADE

Oreagente TTPAREAGENTE—XL éindicado parausoem
analise do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(TTPA) e para os ensaios de fatores com base em TTPA.

1l. RESUMO E PRINCIPIO

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA
) € um teste simples e versatil, sensivel para as
deficiéncias de todos os fatores da coagulagdo do
plasma, com excegdo do fator VII. Ele é principalmente
utilizado para determinar as deficiéncias na Fase | do
mecanismo da coagulagdo, denominadas de Fatores
VI, 1X, XI, XIl e pré-calicreina (Fator Fletcher).

Em 1926, Mills observou que a cefalina crua
coagulava o plasma normal mais rapido do que o
plasma hemofilico. Langdell (1) e colaboradores
estudaram minuciosamente o efeito da cefalina
crua (2) no plasma hemofilico e idealizaram o teste
do Tempo de Tromboplastina Parcial (TTP) em 1953.
Um extrato de cefalina, que ndo coagulasse o plasma
hemofilico tdo rapidamente quanto o normal,
foi denominado de tromboplastina “parcial”, em
contrapartida a tromboplastina “total” que coagula
o plasma normal e hemofilico ao mesmo tempo.

O teste do Tempo de Tromboplastina Parcial foi
posteriormente modificado (3, 4) pela adigdo de
um ativador para otimizar a ativa¢do de contato e
minimizar a influéncia de outras superficies. Este
teste passou a ser o Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada (TTPA).

O teste do TTPA é realizado pela adigdo do
reagente TTPA que contém um ativador de plasma
e fosfolipideo como um substituto de plaquetas,
na amostra teste. A mistura é incubada durante 3
minutos a 37°C para atingir uma ativacdo étima.
Depois, a mistura incubada é recalcificada com uma
solugdo de cloreto de célcio e o tempo de formagdo
do coagulo é determinado.

Geralmente, os niveis de aproximadamente
40% do normal dos Fatores VIII, IX, XI e XIl sdo
suficientes para produzir resultados normais de
TTPA . Inversamente, quando quaisquer destes
fatores forem inferiores a aproximadamente 40%, o
TTPA geralmente sera prolongado. A heparina, na
presenga de um nivel suficiente de Antitrombinal lll,
também resultara num TTPA prolongado (V. Item IX).
O reagente de TTPA também é utilizado para realizar
os Ensaios dos Fatores. Estes procedimentos sdo
utilizados para a determinagdo quantitativa dos
fatores da coagulagdo.

11l. REAGENTES

Para uso diagndstico in vitro.

A —TTPA Reagente-XL

O fosfolipideo da tromboplastina parcial no TTPA
-XL é derivado de cérebro de coelho extraido
por cloroférmio, proporcionando um substituto
de plaqueta. O ativador, acido elagico soluvel,
fornece uma superficie de carga altamente
negativa para otimizar a ativagdo de contato dos
fatores de coagulagdo. Sdo adicionados tampdes e
conservantes.

Um sedimento amarelo pode se formar apds o
armazenamento por um periodo prolongado.
Misturar suavemente por inversdo antes do uso para
assegurar uma ressuspensdo adequada do ativador.
Estocar entre 2-8°C. Ndo congelar.

TTPA Reagente - XL

Para determinac¢ido do Tempo de Tromboplastina Parcial
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O frasco, depois de aberto, é estdvel por 14 dias se
for armazenado entre 2-8°C.

B — Cloreto de Célcio — 0.020M

Especialmente formulado para o teste de coagulagdo.
Armazenar o frasco fechado entre 2° a 8°C. Apods
abrir o frasco, a solugdo de cloreto de calcio é estavel
por 30 dias (2° a 8°C).

IV. COLETA DA AMOSTRA

A. Anticoagulante

Deve ser utilizado o citrato de sddio 3,2% (0,109M)
ou 3,8% (0,129M) para os ensaios de coagulagdo. A
proporgdo de 9 volumes de sangue para 1 volume
de citrato é apropriada para a maioria das amostras,
porém, para o paciente ocasional que apresentar
um hematdcrito inferior a 20% ou superior a 55%,
esta proporcdo deve ser ajustada para validar os
resultados. A férmula (10) a seguir pode ser utilizada
para calcular a quantidade de anticoagulante
necessaria para um volume sanguineo e hematdcrito
especificos:

0,00185 x sangue (ml) x (100 - hct) = anticoagulante
(ml).

B. Coleta da Amostra

As amostras de sangue podem ser coletadas por
pungdo venosa ou de um cateter. A pungdo venosa
ndo deve ser traumdtica para impedir a hemoélise e
a contaminagdo por fluidos de tecido. Se o sangue
for retirado através de um cateter, a linha deve ser
lavada com salina e os primeiro 5 ml de sangue ndo
devem ser utilizados para os ensaios de coagulagdo.
As amostras que apresentarem menos de 90% do
volume de enchimento esperado no tubo de coleta
devem ser rejeitadas (5).

C. Processo da Amostra

O sangue deve ser suavemente misturado com o
anticoagulante logo apds a coleta e transportado o
quanto antes para o laboratério. Centrifugar durante
10-15 minutos com a forga minima necesséria
para obter um plasma pobre em plaqueta (PPP).
O excesso de plaquetas no plasma pode provocar
niveis falsamente elevados de alguns fatores,
inclusive do fibrinogénio (Fator I). Remover o
plasma e cobrir as amostras para ndo ocorrer
alteragGes no pH que podem afetar os resultados
do teste. As amostras mantidas em temperaturas
de 22-24°C devem ser analisadas dentro de duas
horas ou dentro de 4 horas se deixadas a 2-4°C.
Para periodos mais longos, as amostras podem ser
congeladas a -20°C por 2 semanas ou a -70°C por 6
meses. Descongelar as amostras rapidamente a 37°C
e analisar imediatamente (5, 10).

V. LIMITAGCOES /PRECAUCOES

A bioquimica da coagulacdo envolve uma série
de reagles enzimaticas em cascata que sdo
influenciadas por muitas condigBes prévias. Estas
varidveis devem ser controladas para que os
resultados sejam reprodutiveis (5).

A. Coleta da Amostra

Garantir que a anticoagulagdo foi alcancada e que a
amostra estd isenta de contaminagdo. Por exemplo:
- Ndo demorar para misturar o sangue com o
anticoagulante.

- Evitar que a amostra se espume.

Ativada utilizando-se um ativador solivel (acido elagico)

- A amostra deve entrar em contato somente com
vidro de borossilicato siliconizado ou com plastico;
é necessario uma superficie ndo-umectante.

- As amostras altamente hemolisadas, lipémicas,
turvas ou ictéricas podem dar erros nos resultados
de TTPA.

- O congelamento e o descongelamento de um
plasma com células residuais dardo origem a
membranas celulares danificadas que podem afetar
seriamente os resultados do teste de TTPA.

- O TTPA pode ser reduzido em resposta a uma reagdo
inflamatdria aguda onde é comum a elevagdo do
Fator | circulante (fibrinogénio).

- As amostras de plasma com valores de hematdcrito
fora da faixa de 20-55% devem ser ajustados de
acordo, para evitar uma anticoagulagdo imprépria.

B. Técnica Laboratorial

Recomenda-se cuidado e atengdo para os seguintes
detalhes:

- A exposigcao do plasma ao ar, por um tempo
excessivo, eleva seu pH (devido a liberagdo de CO?)
para fora da faixa ideal do teste; armazenar as
amostras de plasmas tampadas.

- A maioria dos testes de coagulagdo é realizada a

37°C + 0,5°C. Verificar a temperatura de todos os
aparelhos diariamente.
- Todas as cubetas/vidraria devem estar limpas e
sem tragos de detergentes ou de solugdo de limpeza.
- Seguir cuidadosamente as instrug¢Ses do fabricante
quanto a instalagdo, operagdo e manutengdo de
todos os equipamentos utilizados.

C. Substancias Interferentes

- Oxalato de sédio, EDTA e heparina sdo inadequados
como anticoagulantes.

- As seguintes substancias ou condigdes foram
citadas por influenciar o teste de TTPA (6):
anticoncepcionais orais, estréogeno, gravidez,
medicamentos cumarinicos, heparina, asparaginase
e naloxona.

V1. PROCEDIMENTO
A. Materiais Fornecidos

Produto Nome dos
Componentes

Quantidade N° de determinagdes

TTPA Reagente - XL 10 x 10ml
1000

Sol. de Cloreto de Calcio 10 x 10m!

TTPA Reagente - XL 05 x 10mI

TTPA Reagente - XL Sol. de Cloreto de Calcio 05 x 10ml

+ TTPA Reagente - XL 02 x 10m!

200

Sol. de Cloreto de Clcio Sol. de Cloreto de Cilcio 02 x 10ml

0.020M TTPA Reagente - XL 01 x 10ml

100

Sol. de Cloreto de Calcio 01 x 10ml

TTPA Reagente - XL 10 x 2ml

Sol. de Cloreto de Calcio 10x2ml

B. Materiais adicionais necessdrios (Ndo Fornecidos)

Mecanico, foto-éptico ou outros meios para detectar
a coagulagdo. Para a instalagdo, calibragdo e
manuteng¢do do aparelho, seguir corretamente
as instrugdes do fabricante.

- Crondmetro ou outro relégio compativel.

- Parafilme ou equivalente.

- Pipetador de precisdo: 0,1 ml.

- Pipetas de transferéncia de plastico.

- Tubos de ensaio de pldastico, 12 x 75 mm, com
tampa.

- Plasmas Controle Niveis 1, 2 e 3 Inlab Hemostasis
para garantia da qualidade do método de ensaio.

- Banho-maria

C. Realizagdo do Teste
1. Pré-aquecer o Cloreto de Célcio 0,02M a 37°C.

2. Adicionar 0,1 ml do plasma teste na cubeta de



ensaio e pré-aquecer a 37°C.

3. Misturar 0,1 ml de APTT-XL por inversdo e
adicionar 0,1 ml do reagente ao plasma teste.

4. Incubar a mistura plasma-reagente durante 3
minutos a 37°C (TEMPO DE ATIVACAO).

5. Decorridos os 3 minutos, adicionar 0,1 ml do
Cloreto de Célcio 0,02M préaquecido e disparar
o cronémetro.

6. Anotar o tempo de coagulagdo.

7. Os resultados sdo expressos como Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada, em segundos
(Ver Item VI).

VII. RESULTADOS

Calcular a média dos tempos de coagulagdo da
duplicata dos testes do TTPA para cada plasma teste
e anotar o mais proximo de 0,1 segundo. A média de
um Valor de Referéncia Normal pode ser apresentada
por comparagdo (V. Item VIl abaixo). Os valores dos
pacientes ndo devem ser expressos em relagdo aos
tempos de coagulagdo do plasma controle comercial,
ja que os plasmas controles sdo indicados somente
para garantir a qualidade de precisdo, a limites
diferentes, da faixa de andlise do TTPA.

VIIl. VALORES ESPERADOS

A. Faixa Normal de Referéncia

Cada laboratério deve estabelecer a sua propria Faixa
de Normalidade de individuos que representem a
populagdo que esta sendo analisada. Em geral se
utiliza 20 ou mais individuos para se determinar uma
faixa com base na média de TTPA + 2 desvio padrdo.
A selegdo dos individuos é feita da seguinte maneira:
- Numero aproximadamente igual de homens e
mulheres com idade entre 18-45 anos.

- Exclusdo dos individuos sob medicagdo como
terapia hormonal, antibidticos, anticoncepcionais
orais, medicagdo de pressdo sanguinea, etc.

- Doadores sem fazer esforgo fisico antes da coleta
sanguinea.

- Coleta de sangue em jejum ou uma refeigdo com
pouca caloria e leve para obter amostras limpidas
e desejaveis.

A avaliagdo do TTPA REAGENTE -XL na populagdo
citada, usando aparelhos de coagulagdo mecanico
ou foto-6ptico, mostrou os seguintes resultados para
as amostras coletadas em citrato 3,8% tamponado:

Média Faixa de 2 (seg.)
Desvio Padrdo

Mecaénico 29,8 23,4-36,2
Foto-6ptico 30,7 26,1-36,3

Utilizar estes valores somente como um
direcionamento. Cada laboratério deve estabelecer
a sua propria Faixa Normal de Referéncia utilizando
aparelhagem, métodos de coleta de sangue e
técnicas de ensaio geralmente utilizadas naquele
laboratério.

Devem ser estabelecidos novos valores normais
com qualquer alteragdo que houver nos reagentes,
aparelhagem, técnicas de coleta sanguinea ou no
anticoagulante.

Além disso, uma Faixa de Normalidade deve ser
reestabelecida, ou pelo menos verificada, quando
mudar o numero de lote do mesmo reagente (5).

B. Controle de Qualidade
O Plasma Controle de Coagulagdo ThromboScreen

Niveis 1, 2 e 3 deve ser analisado em conjunto
com o plasma do paciente. O Nivel 1 é um Plasma
Normal, enquanto que os Niveis 2 e 3 sdo ajustados
para simularos plasmas moderada e severamente
deficientes de fator, respectivamente.

Uma Faixa de Controle deve ser estabelecida pelo
préoprio laboratério para representar a variagdo
permitida no desempenho didrio para cada nivel
de Controle.

Recomenda-se a analise de um Controle Normal
(Nivel 1) e pelo menos um Controle Anormal (Nivel
2 ou 3) a cada expediente ou a cada 20 amostras
de pacientes.

OBSERVACAO: Os controles sio indicados para
garantir a qualidade da precisdo do sistema do
teste e assegurar que as varidveis como a técnica,
os reagentes do teste, os diluentes, a aparelhagem,
as pipetas e os controladores de temperatura estdo
sob controle. Ndo confundir com uma Faixa Normal
de Referéncia estabelecida sobre uma populagdo
saudavel, normal, na qual os valores do paciente
podem ser comparados.

IX. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A. Sensibilidade a Heparina
O TTPA normalmente é utilizado para monitorar

a heparinoterapia uma vez que o aumento do
TTPA é diretamente proporcional as quantidades
crescentes de heparina (7, 8). A agdo da heparina
como um anticoagulante depende de muitos fatores,
entre eles, um nivel suficiente de Antitrombina IIl.
Outras varidveis a serem consideradas sdo: ativagdo
de plaqueta com consequente liberagdo do Fator
4 da Plaqueta durante o preparo da amostra, a
administragdo de outros medicamentos, a proporgdo
da heparina metabdlica, a via de administragdo da
heparina e o manuseio demorado da amostra.
Enquanto reconhecer estas varidveis, o laboratério
pode determinar a sensibilidade relativa de
um determinado reagente de TTPA a heparina,
estabelecendo uma curva de sensibilidade. Isto é
feito adicionando-se quantidades conhecidas de
heparina em um pool de plasmanormal e analisando
um TTPA. Por exemplo:

Concentragdo de Heparina (unidade/ml) | TTPA (segundos)
0.0 29.9
0.05 32.8
0.1 38.5
0.2 50.2
0.3 65.2
0.4 82.4
0.5 105.7
0.6 127.9

Cada laboratério deve determinar sua prépria curva
de sensibilidade a heparina utilizando a mesma
origem da heparina utilizada na terapia naquela
instituicdo. As variagdes podem aparecer em
diferentes marcas de heparina, origem de tecido e

formas de sais (7, 8, 9).

B. Sensibilidade ao Fator

Como o teste de APTT é sensivel a deficiéncias
dos fatores da via intrinseca da coagulagdo, ele é
util tanto para um teste de triagem como para a
determinagdo quantitativa dos Fatores VIII, IX, XI,
XII e fator pré-calicreina. Um reagente de APTT
com sensibilidade suficiente demonstrara um APTT
prolongado em pacientes que tenham a atividade
do fator igual ou inferior a 30-40% (11, 12).

INLAB
Confianca

Alamar Tecno Cientifica Ltda.
Inlab Confianga

Rua Emir Macedo Nogueira, 179 —J. Potinari — Diadema - S. Paulo

Sac: (11) 5564-9500
ANVISA: 80049120095
Ed. 06/2025

O APTT-XL foi avaliado com plasmas médio e
severamente deficientes, com os seguintes
resultados:

FATORES DE % DE FATOR
COAGULAGAO | DE ATIVIDADE | TTPA(segundos)
Vil <1% 82
Vil 20% 44.8
IX <1% 83.5
IX 20% 40.9
XI <1% 134.2
X1 20% 47.8
Xl <1% 200
Xl 20% 36.2
Pré-calicreina <1% 69.5

Além disso, a sensibilidade do APTT-XL ao Fator VIII
foi determinada como segue:

% FATOR VIII TTPA (segundos)
100% 32.5
70% 34.0
50% 36.9
40% 38.9
30% 40.8
20% 44.4
10% 50.6

5% 56.1
1% 68.1
<1% 83.6

Estes valores devem ser utilizados somente como
direcionamento. Cada laboratdrio deve estabelecer
a sensibilidade aos fatores individuais utilizando as
técnicas estabelecidas em seu laboratério.

X. GARANTIA

Alamar Tecno Cientifica Ltda obedecendo o que

estabelece o cédigo de defesa do Consumidor e

portanto para que o produto apresente o seu melhor

desempenho estabelece que:

1. O usudrio leia e siga rigorosamente o
procedimento técnico;

2. Os materiais estejam armazenados em condigdes
solicitados;

3. Osacessorios solicitados estejam de acordo com
o solicitado.

Antes de ser liberado para venda cada lote é

testado e aprovado, sendo uma amostra retido para

referéncia futura e controle de qualidade. Portanto

havendo a necessidade de alguma informacgédo sobre

o lote em questdo, o Controle de Qualidade estara

a disposicdo. E quaisquer problemas que venham

ocorrer por falha da empresa, serdo solucionados

sem 6nus para o cliente.
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