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RESUMO

O tempo de Protrombina (TP) é um teste laboratorial que estuda a
hemostasia, em especial, a via de ativagdo pelo fator tissular (via extrinseca) e é
particularmente sensivel para detectar alteragSes hepaticas nos pacientes em
geral. Este éstudo teve como objetivo avaliar a possibilidade de utilizagdo do TP
como feste de screening para a fungdo hepatica em doadores de sangue,
substituindo o teste da alanina aminotransferase (ALT). Foram analisadas 411
amostras de sangue obtidas de doadores atendidos no HEMOCE; tendo sido
realizados testes de Protrombina pelo método de Quick. Os resultados da ALT e
marcadores sorologicos para hepatite viral foram colhidos no laboratorio de
Sorologia do hemocentro. Sendo os resultados comparados € analisados entre si,
utilizando o teste do %* e coeficiente de Yule ( y ). Foram encontrados 12
doadores com marcadores sorolégicos positivos para hepatites virais, tendo 1
doador apresentado TP alterado ¢ 1 outro doador com ALT alterada. Conclui-se
frente aos resultados e os dados vistos na literatura que o TP pode ser de

utilidade na triagem dos doadores de sangue.
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1 INTRODUCAO

Descrito por Quick em 1935, o Tempo de Protrombina (TP) € a prova de
escolha para investigacdo do sistema exirinseco da coagulagdo sangiiinea,
permitindo revelar deficiéncias dos fatores I, II, V, VII e X, os quais tomam parte

neste sistema %

. A via extrinseca ou exégena da coagulagdo, também
denominada via de ativagdo pelo fator tissular (tromboplastina tissular),
recentemente passou a ser considerada a principal responsavel pela ativagdo da
cascata da ;;oagulag:éio “in vivo” #1%%° De acordo com a nova teoria as células
endoteliais situadas na superficie interna dos vasos, quando lesadas, liberam o
fator tissular que forma um complexo com o fator VII(FVIIa-Fator tecidual) ",
dai desencadeando uma série de reagdes proteoliticas responsaveis pela ativagdo

| do mecanismo da coagulagio (Anexo 01).

O tempo de Quick(TQ) ou Tempo de Protrombmna em uma etapa € uma
técnica laboratorial cronométrica que consiste em adicionar ao plasma
tromboplastina calcica, medindo-se o tempo que levara o plasma para
coagular''**?7, O valor medido pode ser expresso em segundos, em porcentagem
do valor normal, em atividade de protrombina (AP) ou em Taxa Normalizada
Internacional (INR) "%  Os resultados obtidos com tromboplastinas de

diferentes origens bioldgicas (humana, bovina € de coelho) e de diferentes

fabricantes, embora possam diferir numericamente, guardam estreifa ¢




significativa correlagdo entre si °, quando observando o Indice de Sensibilidade
Internacional (ISI) que deve vir impresso em cada frasco do reativo
(tromboplastina) *.

O TP foi introduzido como teste para avaliagéo da protrombina (Fator II) em
amostras de plasma antes de muitos outros fatores que participam da coagulagdo
serem identificados. Agora ¢ usado como teste de screening para identificar
deficiéncias adquiridas ou herdadas (ou raramente detectar inibidores) dos
ativadores do fibrinogénio (Fator I), protrombina, e fatores V, VIl ¢ X. ¥ E
também usacio para monitorar o uso terapéutico de anticoagulantes orais '**° uma
vez que estas drogas, por inibirem a capta¢do da vitamina K, baixam os niveis de
protrombina e fatores VII e X. ” Como a presenga da vitamina K é essencial para
a sintese destes fatores, a produgdo dos mesmos podera encontrar-se alterada em
pacientes com baixa ingestio da vitamina (por ma-absor¢do, desnutrigdo,
antibioticoterapia etc.), promovendo um prolongamento do TP***°. Este teste nio
detecta diminuigdes moderadas de fibnnogénio, mas se este enconfra-se em
concentragdes baixas ou existe um potente inibidor da reagdo trombina-
fibrinogénio, se obtém um TP prolongado. ® ,

Em uso a seis décadas, o TP é certamente o exame mais empregado para
estudos de condigdes de hemostasia em hepatopatas: avalia o risco de

procedimentos invasivos, a fun¢do de sintese protéica e a existéncia de

coagulopatia de consumo ©. Teste rapido, barato e muito facil de ser realizado, o




TP ¢ um dos mais difundidos no mundo e tem como principal vantagem sua
disponibilidade em sistemas automatizados 2%.

Em hepatopatias tanto nas graves como nas de grau moderado, o fator VII é
0 que se encontra mais reduzido e sua atividade guarda estreita correlagdo com o
TP *. Como este fator tem meia-vida curta (6 horas), o TP é de razoavel
sensibilidade para detectar insuficiéncia incipiente de sintese hepitica ° pois
como o figado € o orgdo que sintetiza a maior parte das proteinas plasmaticas que
participam na atividade e inibicdio da coagulagdo ', incluindo as avaliadas pelo
TP * as ﬁepatopatias podem ocasionar, além de alteragdes quantitativas,
alteragGes qualitativas na sintese protéica dos fatores da coagulagio com
conseqiiente alteragdo do TP .

Dentre as provas laboratoriais usadas com a finalidade de estudar as doengas
hepaticas, algumas procuram avaliar a etiologia do processo hepatocelular,
acompanhar a evolugdo e proceder ao prognostico do caso. Entretanto, no estudo
das hepatites virais utilizam-se fregiientemente além de testes de coagulagdo e
dosagens enzimaticas, a pesquisa de marcadores sorologicos (anticorpos €
antigenos virais).

Em Bancos de Sangue, visando a profilaxia das hepatites pos-transfusionais
(HPT), a Associagdo Americana de Bancos de Sangue(AABB) estabeleceu que
em cada unidade de sangue doada deve-se pesquisar o HBsAg, anti-HCV, anti-

HBc¢, juntamente com a determina¢io da atividade da alanina aminotransferase
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(ALT). A decisdo em considerar a elevagdo da ALT como marcador indireto das
hepatites foi tomada no inicio da década de 80, baseando-se na associag@o
estatistica de que uma incidéncia aumentada de casos de hepatites foi encontrada
em pacientes que haviam recebido sangue de doadores com valores da ALT
anormalmente aitos '°.

Na época em que foi introduzida, a determinagédo da atividade sérica de ALT
no sangue de doadores proporcionou redugido de 4 de HPT de causa ndo-A, néo-
B.'? Entretanto, convém lembrar que nio eram disponiveis até entdo, testes
sorologicos f)ara identificagdo do virus da hepatite C (HCV) .

Mesmo considerada a prova de maior sensibilidade e especificidade em
doadores de sangue positivos para o antigeno de superficie do virus da hepatite B
(HBsAg)'? e apresentar valores elevados em pacientes com hepatite C ', a
utilizagdo da ALT como marcador sorologico na prevengdo de HPT ¢ uma
conduta que ainda permanece controversa ¢ polémica **, uma vez que a elevagdio
dos niveis séricos desta enzima pode ser reflexo de uma resposta fisiologica
frente a numerosas hepatotoxinas tdo freqiientes como o alcool ou certos
medicamentos. Também, podem ser conseqiiéncia de doengas do trato biliar,
hemocromatose, doenga de Wilson, deficiéncia de alfa-1-anti-tripsina, transtornos
autoimunes, hipotireoidismo, psoriase ¢ obesidade °.

Considerando-se que nas hepatopatias de variadas etiologias o TP €

uma prova sensivel que serve para estabelecer a gravidade e acompanhar a




I1

evolugdo da fungdo hepdtica, resolve-se estudar o tempo de protrombina dos
doadores de sangue do HEMOCE e compara-lo com os resultados da ALT,
tomando como base a positividade ou nio dos marcadores sorologicos das
hepatites virais empregados nos bancos de sangue e correlaciond-los. Assim,
pretende-se verificar a possibilidade do TP vir a ser utilizado como marcador de
fungdo hepatica em doadores e substituir a ALT como teste de screening nos

servicos de hemoterapia.
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2  MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 411 amostras de sangue (n = 411) de doadores atendidos no
Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara-HEMOCE, no periodo de
Dezembro de 1997 a Janeiro de 1998.

A populagido de doadores definiu-se de maneira aleatéria: sendo de ambos os
sexos, com idades entre 18 e 60 anos, doadores voluntarios ou de reposi¢do € ndo
faziam uso de medicamento ou drogas.

As amostras foram obtidas por pungdo venosa periférica usando técnica de
vacuo em tubos para 4,5 ml, contendo citrato de sodio a 3,8%. Apos a coleta, as
referidas amostras eram transferidas para o Laboratério de Coagulagdo do
HEMOCE e submetidas a centrifugagdo durante 15 minutos a 2.600 rpm em
centrifuga refrigerada (FANEM - modelo FR15-Sdo Paulo).

Os plasmas obtidos por centrifuga¢do eram colocados em tubos plasticos e
quando necessario refrigerados a 4°C por no maximo 4 horas, a fim de evitar
alteragGes no mecanismo de formagédo do coagulo.

A andlise do tempo de protrombina foi realizada em duplicata e por
automagdo (coaguldmetro da DIAGNOSTICA STAGO-ST4) visando a

diminuigio das fontes poténciais de erro neste teste?!*?

, seguindo-se o método
proposto por QUICK®®?" ¢ utilizando como reagente o TROMBOREL

S(Tromboplastina Calcica Humana - BEHRING DIAGNOSTICS GmbH) *.
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Os dados relativos aos resultados dos testes da ALT e marcadores
sorologicos das hepatites (HBsAg, anti-HBc e anti-HCV), ambos realizados pelo
método ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay), foram obtidos no
Laboratorio de Triagem Soroldgica da mesma Instituigdo.

Os resultados do TP em segundos foram transformados em porcentagem
através do grafico de conversio do Tempo de Protrombina em atividade de
Protrombina (Anexo 02). Neste grafico tragou-se uma curva obtida da realiza¢do
dos TP's feitos a partir das diferentes dilui¢es (1:1, 1:2, 1:3 e 1:5) de um pool de
plasmas noﬁnais seguindo-se a técnica de Quick (1935).

Os resuitados foram entdio tabulados e submetidos a analise estatistica na
qual utilizou-se o teste do Quiquadrado (x?) e coeficiente de Yule (y).

O nivel de significancia (o) admitido aos testes estatiticos foi de 5%.
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3 RESULTADOS

Das 411 amostras de sangue analisadas no HEMOCE, 337 (82%)
pertenciam a doadores do sexo masculino e 74(18%) a doadores do sexo
feminino. A faixa etaria dos doadores variou entre 18 ¢ 60 anos, sendo 232 com
idade entre 18 ¢ 32 anos, 153 entre 32 e 46 anos e 26 doadores com mais de 46
anos. As respectivas médias de “peso” em Kg foram: 72,2, 71,3 e 75,6
(TABELA 1).

Na aval'iagﬁo geral do tempo de protrombina observou-se que 404 (98,3%)
doadores apresentaram um TP normal, com uma média de 11,8 segundos
correspondendo a 95,8% de atividade total, ¢ apenas 7 (1,7%) apresentaram um
TP prolongado (< 70% de atividade) com uma média de 15,8 segundos ou 64,8%
de atividade (TABELA 2 ¢ GRAFICO 01).

A alanina aminotransferase (ALT) apresentou-se normal em 398 (96,8%)
doadores com uma média de 15,36 UI/L e elevada (acima de duas vezes o limite
superior da normalidade, > 34 UI/L) em 13 (3,2%) doadores, os quais
apresentaram uma média de 47,54 UI/L (TABELA 3 ¢ GRAFICO 01).

Do total analisado 04 (0,986%) doadores apresentaram TP e ALT
simultaneamente aumentados, 09 (2,19%) apresentaram TP normal com ALT
elevada e 03 (0,73%) apresentaram TP prolongado com ALT normal. A

prevaléncia de doadores com TP e ALT normais correspondeu a 96,11% da



15

amostra estudada, ou seja, 395 doadores apresentaram ambos os testes normais
(TABELA 4).

Foram encontrados 12 resultados positivos para os marcadores das hepatites
virais: 6 para o anti-HBc, 4 para o anti-HCV e 2 para HBsAg. Os resultados
mconclusivos corresponderam a 2 para o anti-HBc, 1 para o anti-HCV e 3 para o
HBsAg. Das 411 amostras, 393 (95,6%) foram negativas para os trés marcadores
pesquisados (TABELA 5).

Na presen¢a dos marcadores sorologicos positivos, a ALT apresentou-se
elevada em'apenas um caso e normal em 11 casos (GRAFICO 02) . Das 399
amostras negativas, a ALT demonstrou-se elevada em 12 testes e normal nos
demais 387 testes (TABELA 6).

Assim como a ALT, o tempo de Protrombina mostrou-se prolongado em um
caso ¢ normal nos demais 11 casos que apresentaram marcador soroldgico
positivo (GRAFICO 02). Também ocorreu alteragdo do TP, em 06 das 399
amostras néo reativas para os marcadores sorologicos (TABELA 7).

Relacionando os casos positivos dos marcadores com o TP e ALT, foram
obtidos os seguintes resultados:

¢ Em um dos casos positivos para o HBsAg, o TP apresentou-se alterado ¢

a ALT normal.

¢ Em outro caso positivo também para o HBsAg, a ALT esteve elevada

enquanto o TP encontrou-se normal.
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¢ Em nenhum dos casos positivos, o TP ¢ a ALT apresentaram-se

simultaneamente elevados.
e O TP e a ALT permaneceram inalterados em 10 (83,33%) casos do total

de positivos.
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TABELA 1 - Doadores de sangue por faixa etiria segundo o sexo e a média

de pesos em Kilogramas (Kg).

n Sexo PoE f
Faixa etaria Valor Média (x )
em anos absoluto % M F de pesos em Kg
18-32 232 56,45 185 47 72,2
32-46 153 37,23 130 23 71,3
46 - 60 26 6,32 22 04 75,6

M = masculino F = feminino

TABELA 2 - Tempos de protrombina normais ¢ prolongados segundo o n°

4 - -
de amostras e a média dog resultados obtidss,

TEMPO DE S;I::ro de amostras ( x) dos result;?tzlse
FROTROMBING absoluto 0 segundos atividades

Normal 404 98,3 11,8 95,8

Prolongado 07 1,7 15,8 64,8
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TABELA 3 - Atividade da Alanina aminotransferase (ALT) normais ou

elevados segundo a média dos resultados

Numeroe de amostras

ALANINA Val X dos resultados
AMINOTRANSFERASE or o, em U/L
absoluto
Normal 398 96,8 15,36
Elevada 13 32 47,54

TABELA 4 - Tempo de protrombina e Alanina aminotransferase segundo o

rd -
niimerg de resultados aerados ou normais

xaaRARE

LJe

ALT - PROLONGADO NORMAL TOTAL
ELEVADA 04 09 13
NORMAL 03 395 398

TOTAL 07 404 411

=677 y=0,97
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TABELA § - Incidéncia de marcadores sorolégicos das hepatites virais na

MARCA’DORES
SOROLOGICOS n %
HEPATITES
HBsAg positivos 02 0,49
HBsAg inconclusivos 03 0,73
anti-HBc positivos 06 1,46
anti-HBc inconclusivos 02 0,49
anti-HCV positivos 04 0,97
anti-HCV inconclusivos 01 0,24
negativo 363 95,62
TOTAL 411 100

TABELA 6 - Resultados da Alanina aminotransferase segundo a

positividade ou nfio dos marcadores sorolégicos no HEMOCE

ALT
MARCADOR ELEVADA NORMAL TOTAL
SOROLOGICO
ELEVADA 01 (0,24%) 11 (2,68%) 12 (2,92%)
NORMAL 12 (2,92%) 387(94,16%) | 399 (97,08%)
TOTAL 13 (3,16%) 398 (96,84%) | 411 (100%)

¥*=1,08 v=0,49




TABELA 7 - Resultados do Tempo de Protrombina segundo a positividade

ou niio dos marcadores sorolégicos no HEMOCE

TP

MARCADOR
SOROLOGICO

PROLONGADG

NORMAL

TOTAL

POSITIVO 01 (0,24%) 11 (2,68%) 12 (2,92%)
NEGATIVO 06 (1,46%) 393 (95,62%) | 399 (97,08%)
TOTAL 07 (1,70%) 404 (98,30%) | 411 (100%)

=325

v=0,71
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4  DISCUSSAO

E possivel verificar através dos resultados obtidos; que os testes da ALT e
do TP, independentemente dos marcadores soroldgicos, apresentam uma
associacdo muito significativa uma vez que em 411 amostras, 97,1% dos
resultados foram correspondentes.

A observagio frente aos resultados alterados do TP e da ALT, demonstrou
que dos 3,16% do total da amostra com elevagdo do ALT, o TP correspondeu em
apenas 0,97%. Isto nos permite verificar que o teste da alanina aminotransferase
fo mais seletivo que o TP. Entretanto, nfo implica na diminuicdo da
possibilidade de transmissdo das hepatites pos-transfusionais (HPT), pois sabe-
se que a sua elevacdo pode ocorrer de forma transitoria como conseqiiéncia de
outros processos, ndo relactonados a infecgoes pelos virus das hepatites.

Estudo desenvolvido por Lopes ef al, revelou que em 67 doadores de
sangue, a elevagdo da ALT pode ser atribuida a obesidade (IMC - indice de
massa corporea > 25) em 76% dos casos € ao alcool em 30%, associados ou ndo
a obesidade ?*. Dai, interroga-se sobre a re::.ll utilidade da determinagdo da ALT
em bancos de sangue: a sua determinagdo reduz a incidéncia de Hepatites pds-
transfusionais ou apenas contribui para o aumento da perda de doadores?

Em trabalho realizado por pesquisadores franceses, empregando-se a ALT e

outros marcadores indiretos na triagem de doadores; demonstrou-se a incidéncia
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de 10% de HPT, onde apenas 1/3 dos doadores responsaveis pela transmissio,
apresentava ALT discretamente elevada e de maneira flutuante * .

No Canada, em que ndo é obrigatéria a utilizagdo dos marcadores indiretos;
ndo se observa alteragdo na incidéncia de HPT empregando-se ou ndo a pesquisa
da ALT na triagem de doadores desde que se realize a pesquisa do anti-HCV °,
Admitindo-se portanto, que com o emprego do anti-HCV, € possivel a retirada da
ALT do processo de triagem do sangue, na tentativa de reduzir a perda de
doadores.

Baseadbs, paralelamente, na existéncia de frabalhos cientificos na literatura
internacional, que demonstravam a importincia da manutengdo dos marcadores
indiretos (anti-HBc e ALT), principalmente para evitar o risco residual de
transmissdo do HBV ' ¢ na falta de estudos consistentes que permitissem a
retirada destes exames indiretos, varios paises mantiveram o anti-HBc ¢ ALT na
triagem de doadores, e o Brasil introduziu-os obrigatoriamente em seus
hemocentros a partir de novembro de 1993 **. Entretanto, até o momento, séo
controversos 0s dados da literatura em relagdo a real utilidade da determinacdo da
ALT no rastreamento dos doadores de sangue 4 A utiliza¢do, em nosso estudo,
dos marcadores sorologicos das hepatites virais como instrumento comparativo
na avaliacdo dos testes (TP e ALT); justifica-se pelo uso desses marcadores na
rotina da triagem sorologica do HEMOCE, e pela comprovada inter-relagdo entre

eles no diagnédstico das hepatites.
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Quando comparadas as aiteragdes do TP e da ALT com os resultados dos
marcadores sorologicos considerados, verificou-se que num total de 12 casos
positivos praticamente ndo houve concordincia entre os testes avaliados. Apenas
um caso apresentou prolongamento do TP, o qual ndo demonstrou elevagio do
nivel de ALT simultaneamente. Para esta o resultado foi semelhante, ou seja, em
apenas um caso ocorreu elevagdo da ALT e neste o TP apresentou-se normal. A
capacidade em apresentarem-se alterados quando na presenga dos marcadores
positivos, foi a mesma para ambos os testes: TP e ALT. Tanto o TP quanto a
ALT apreseﬁtaram correspondéncia com os marcadores em apenas 1 (8,33%) dos
casos positivos.

Para os resultados soroldgicos inconclusivos, verificou-se uma
correspondéncia da ALT com o TP, visto que este apresentou-se prolongado em
um caso indeterminado para o HBsAg e a atividade da ALT também demonstrou-
se elevada em um outro caso indeterminado para o HBsAg.

O estudo demonstrou que o grau de associagdo do TP (y= 0,71) com os
marcadores soroldgicos foi melhor que o da ALT (y = 0,49). Em apenas 07
resultados prolongados , o TP apresentou a mesma correspondéncia que a ALT
em 13 alteragdes, quando relacionados com os marcadores das hepatites.

Acredita-se que a utilizagdo do TP como teste de screening da funcfo
hepatica em doadores de sangue, possa trazer beneficios para os bancos de

sangue; tanto do ponto de vista econdmico-financeiro como do ponto de vista



25

pratico (operacional), uma vez que este teste ¢ de facil e rapida realizagdo, barato
¢ encontra-se disponivel em sistemas automatizados.

Se somente as bolsas que apresentaram um prolongamento do TP fossem
desprezadas; substituindo a rejei¢io pela ALT, o servico de triagem reduziria a
perda de doadores em 46,2% quando comparadas a rejeigdo de 1,70% pelo TP
para 3,16% pela ALT (diferenca de 1,46%) no total de amostras estudadas.

Mesmo ndo apresentando significincia estatistica, o estudo revelou que
quando comparado aos resultados dos marcadores sorologicos, o TP demonstra
uma associaééio positiva e mais significativa que a da ALT. Constatando-se que a
hipétese de utilizagio do TP como teste de screening da fungfo hepética, em

servi¢os de hemoterapia, ndo pode ser descartada.
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5  CONCLUSAO

Considerando o grau de associagdo do TP com os marcadores sorologicos
das hepatites virais; conclui-se que a utilizagdo deste, como teste de screening da
fungdo hepdtica, pode ser de utilidade na triagem de doadores de sangue em

servigos de hemoterapia.
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SUMMARY

The Prothrombin time (PT) is a laboratorial test which is widely useful in
hemostasis, éspecially in the extrinsic pathway (tissue factor pathway). The PT is
also a sensitive method to detect liver disease in the patientes in general. The aim
of this study was evaluating the possibility of using the PT test like a screening
test for the hepatic function in blood donors, in replacement of the Alanine
aminotransferase (ALT). We analysed 411 samples of blood donors at the ceara
Hemocenter, which were tested the PT by the Quick method. The results of ALT
and the serological markers to viral hepatitis were obtained at the Serological
Laboratory. These results were compared and analysed using the ¥ test and the
yule coefficient ( v ). We found 12 blood donors with serological markers
indicating hepatitis virais, one of them presented an increased PT and another
one presented an increased ALT. According to these results and the data in the

literature, we can conclude that the PT may be useful in the screening test of

biood donors.
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