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Resumo

Objetivo: Analisar os testes de coagulação: tempo de protrombina (TP) e tempo de
tromboplastina parcial (TTP) em diferentes tempos de centrifugação da amostra da biológi-
ca, com relação ao protocolo padrão do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Mé-
todos: As amostras foram divididas em cinco alíquotas de 1 mL. Foi realizada a centrifugação
em 15, 10, 5, 2 e 1 minuto, com velocidade de 1500 g. O TP e TTP foram imediatamente
analisados em aparelho automatizado. Os plasmas foram analisados para presença de
elementos residuais: eritrócitos, leucócitos e plaquetas. Resultados: Observou-se altera-
ção dos valores do TP nos tempos de centrifugação 10, 5, 2 e 1 minuto e do TTP em 5, 2 e
1 minuto, com relação ao protocolo padrão. Na interpretação de Bland Altman, observou-se

um viés significativo do limite clínico aceitável para o TP e para o TTP em todos os tempos

de centrifugação, com relação ao protocolo padrão. Apenas no tempo de centrifugação de

15 minutos não foram encontradas células residuais nas amostras analisadas. Conclusão:

O tempo de centrifugação de 15 minutos é o ideal para remoção completa das células

sanguíneas residuais e para garantia da confiabilidade dos resultados dos testes de coagu-

lação TP e TTP.
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INTRODUÇÃO

O sistema de coagulação é frequentemente investiga-
do por meio de dois testes clássicos de coagulação in vitro,
o tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina
parcial (TTP), considerados testes de triagem.(1) Enquanto
que o TP avalia a ação dos fatores da via extrínseca da co-
agulação, o TTP avalia a ação dos fatores da via intrínseca
da coagulação.(1)

Os cuidados pré-analíticos, como a centrifugação da
amostra, são críticos para manter a integridade da amostra
e a qualidade dos resultados dos testes de coagulação.(2)

Desta forma, a padronização do tempo de centrifugação na
fase pré-analítica é essencial para obtenção de resultados
confiáveis dos testes de coagulação.(3) Como a centrifu-
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gação é um dos passos mais críticos na fase pré-analítica,
tempos de centrifugação reduzidos ou aumentados podem
ser prejudiciais para confiabilidade dos resultados labora-
toriais.(4,5)

Por exemplo, o tempo abaixo de 15 minutos para roti-
na de coagulação pode resultar em um plasma incompleto
de separação, com elementos de células sanguíneas resi-
duais, especialmente plaquetas, prejudicando os resulta-
dos.(5) Desta forma, os testes de coagulação devem ser
realizados em amostras de plasma pobre em plaquetas,
com concentração de plaquetas no plasma inferior a
10.000/mm3.(2,6) Entretanto, procedimentos laboratoriais
confiáveis para reduzir o tempo necessário de centrifugação
podem melhorar o tempo de entrega dos resultados dos
testes de coagulação.(5)
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A recomendação atual do Clinical Laboratory

Standards Institute (CLSI) é a realização de centrifugação
em 1500 g por 15 minutos, à temperatura ambiente.(6) Po-
rém, estudos têm demonstrado que tempos de centrifugação
inferior a 15 minutos não prejudicam a avaliação do TP e
TTP.(5,7,8)

Desta forma, não existe um consenso na literatura atu-
al com relação ao tempo de centrifugação para TP e TTP.
Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar os resultados
dos testes de coagulação: TP e TTP em diferentes tempos
de centrifugação da amostra biológica, com relação ao pro-
tocolo padrão estabelecido pelo CLSI.

MATERIAL E MÉTODOS

Os voluntários desta pesquisa foram recrutados do
LABCENTER Laboratório de Análises Clínicas Limitada,
em Itararé no estado de São Paulo. As amostras biológi-
cas de sangue venoso foram coletadas conforme procedi-
mento padrão por farmacêutico-bioquímico habilitado.
Para todas as coletas, foi respeitado um período máximo
de 30 segundos de garroteamento, sendo excluídas as
coletas traumáticas.

O sangue total foi distribuído em dois tubos primári-
os de 3,5 mL com anticoagulante Citrato de Sódio 3,2%
Vacuette® (Greiner Bio-One, Kremsmünster, Áustria), res-
peitando o volume recomendado, garantindo a proporção
adequada entre a amostra e o anticoagulante (nove par-
tes de sangue total para uma de anticoagulante). Posteri-
ormente, as amostras foram homogeneizadas por inver-
são suave de cinco a oito vezes. Em seguida, foi verifica-
do o hematócrito dos voluntários no contador hemato-
lógico ABX Pentra 60® (Horib ABX Diagnostics,
Montpellier, França) e as amostras com hematócrito su-
perior a 55% foram excluídas da análise, uma vez que
podem ocasionar falsos prolongamentos no TP, TTP e
fatores de coagulação. Também foram excluídas amos-
tras com hemólise e lipêmicas.

O sangue total dos tubos de Citrato de sódio 3,2%
foram divididos em cinco alíquotas de 1 mL cada, em tu-
bos de plástico. A primeira alíquota foi imediatamente
centrifugada (ALB 32/15 CS 3.5, INBRAS®, Indústria Bra-
sileira de Equipamentos para Saúde, São Paulo, Brasil)
de acordo com o protocolo padrão (1.500 g por 15 min à
temperatura ambiente), utilizando o freio automático.

Em seguida, quatro alíquotas foram centrifugadas em
diferentes tempos: um, dois, cinco e dez minutos com a
velocidade de referência (1.500 g). Após a centrifugação,
os tubos foram mantidos tampados até a execução do tes-
te, para evitar a mudança do pH da amostra, que pode
interferir nos resultados.

Todas as alíquotas foram imediatamente analisadas
em aparelho automatizado (CLOTimer® CLOT Produtos

para Coagulação, São Paulo, Brasil), para os testes de
coagulação TP e TTP, utilizando os seguintes reagentes
TP: Wierner lab Soluplastin (Wierner lab, Rosario, Argenti-
na); TTP: Wama diagnóstica (WAMA Diagnóstica, São
Carlos, Brasil).

As alíquotas de plasma foram analisadas no contador
hematológico ABX Pentra 60® (Horiba ABX Diagnostics,
Montpellier, França) com relação aos parâmetros: conta-
gem de eritrócitos, leucócitos totais e contagem de pla-
quetas.

Na análise estatística, foi avaliada a normalidade dos
dados pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados demonstra-
ram distribuição normal e foram apresentados em valores
médios. Para avaliar os resultados dos diferentes tempos
de centrifugação em relação ao protocolo padrão (1.500 g
por 15 min à temperatura ambiente) foi utilizado o teste de
T-student para amostras pareadas e a concordância entre
os resultados foi verificada pelo método de Bland & Altman.
Além disso, foi analisado se os limites encontrados apre-
sentam diferenças aceitáveis do ponto de vista clínico, sen-
do considerado como viés máximo permitido, de acordo
com os "Critério de Ricós" ± 2,0% para o TP e ± 2,3%
para o TTP.(9) Em todas as análises, o nível de significância
foi pré-fixado em p<0,05. Os dados foram analisados pelo
programa MedCalc®, versão 11.4.2.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Bélgica).

ÉTICA

Os participantes foram devidamente informados so-
bre os métodos e objetivos deste estudo e, após concor-
darem, assinaram um termo de consentimento livre e es-
clarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética
em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG), parecer N° 1.339.496. Esta pesquisa foi realiza-
da em conformidade com a Declaração de Helsinki.

RESULTADOS

Foram selecionadas dez amostras biológicas de san-
gue venoso de indivíduos saudáveis com idade média de
36,5 ± 14,7 anos, sendo quatro (40%) do sexo masculino
e seis (60%) do sexo feminino.

Os resultados dos valores médios obtidos para os
testes de coagulação TP e TTP, de acordo com os tempos
de centrifugação, estão representados na Figura 1 A e B;
respectivamente.

Para o TP observou-se diferença estatística em rela-
ção ao protocolo padrão (1.500 g por 15 min à temperatu-
ra ambiente), para os tempos de centrifugação de dez mi-
nutos (p=0,005), cinco minutos (p=0,001), dois minutos
(p=0,001) e um minuto (p<0,001), enquanto que para o TTP
não foi observada diferença estatística para os valores mé-
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dios no tempo de dez minutos de centrifugação (p=0,062);
porém, em cinco minutos (p=0,010), dois minutos (p=0,030)
e um minuto (p=0,018) observou-se aumento significativo
dos valores.

Os valores máximos dos elementos residuais:
eritrócitos, leucócitos e plaquetas encontrados em todas
as amostras analisadas de acordo com os tempos de
centrifugação estão representados na Figura 2. No tempo
de centrifugação de 15 minutos não foram encontradas cé-
lulas residuais nas amostras analisadas (Figura 2).

Observou-se presença de eritrócitos em cinco amos-
tras apenas no menor tempo de centrifugação, de um minuto
(Figura 2 A). Uma amostra apresentou 100 leucócitos/mm3

nos tempos de dez e cinco minutos de centrifugação. No tempo
de dois minutos, cinco amostras apresentaram 100 leucó-
citos/mm3, enquanto que no tempo de um minuto observou-
se contagem de 400 leucócitos/mm3 em uma dessas amos-
tras (Figura 2 B).

A contagem de plaquetas foi o parâmetro que apre-
sentou maior alteração nos tempos de centrifugação de
cinco, dois e um minuto (Figura 2 C). Em cinco minutos
de centrifugação duas amostras apresentaram 1.000

plaquetas/mm3 (Figura 2 C). Enquanto que em dois minutos
observou-se grande oscilação dos valores em sete amos-
tras, com valor mínimo detectado de 1.000 plaquetas/mm3

e valor máximo de 17.000 plaquetas/mm3 (Figura 2 C). No
tempo de um minuto de centrifugação houve oscilação da
contagem em todas as amostras com valor mínimo de 3.000
plaquetas/mm3 para 97.000 plaquetas/mm3 (Figura 2 C).

Os resultados da interpretação de Bland Altmam para
o TP estão representados na Figura 3 e para o TTP na Fi-
gura 4. Observou-se um viés significativo do limite clínico
aceitável de ± 2,0% para o TP e ± 2,3% para o TTP para
todos os tempos de centrifugação.

Figura 1. Comparação dos valores médios obtidos para o teste tempo

de protrombina (A) e tempo de tromboplastina parcial (B) nos tempos

de centrifugação 10, 5, 2 e 1 minuto em relação ao protocolo padrão

(1.500 x g por 15 min à temperatura ambiente). Teste de T-student

para amostras pareadas. *diferença estatística p<0,05.

Figura 2. Valores máximos de contagem de eritrócitos (A), leucócitos
totais (B) e contagem de plaquetas (C) detectados nas amostras
analisadas, de acordo com os tempos de centrifugação.
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Figura 3. Gráficos de Bland Altmam para os resultados do Tempo de Protrombina: análise de concordância entre as amostras realizadas pelo
protocolo padrão (1.500 x g por 15 min à temperatura ambiente) e as amostras centrifugadas em 10, 5, 2 e 1 minuto (A, B, C e D; respectivamente).

Figura 4. Gráficos de Bland Altmam para os resultados do Tempo de Tromboplastina Parcial: análise de concordância entre as amostras realizadas
pelo protocolo padrão (1.500 x g por 15 min à temperatura ambiente) e as amostras centrifugadas em 10, 5, 2 e 1 minuto (A, B, C e D; respectivamente).
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DISCUSSÃO

Os resultados do presente estudo demonstraram para
o TP aumento nos valores das amostras centrifugadas por
dez minutos ou menos, enquanto que para o TTP houve va-
riação dos resultados das amostras centrifugadas por cin-
co minutos ou menos. Deve ser levado em consideração
que, com dez minutos de centrifugação, as amostras apre-
sentaram células sanguíneas residuais, os leucócitos, e com
cinco minutos houve a presença principalmente das
plaquetas. Portanto, o presente estudo demonstrou que o
tempo de centrifugação de 15 minutos é o ideal para remo-
ção completa das células sanguíneas residuais, que podem
interferir nos resultados dos testes de coagulação quando
utilizado uma força centrífuga relativa de 1.500 g.

A oscilação dos valores de TTP pode ser explicada
principalmente pela presença das plaquetas residuais nas
amostras analisadas.(10) As plaquetas podem fornecer a su-
perfície fosfolipídica para ativar os fatores de coagulação e,
portanto, interferir no diagnóstico laboratorial de testes que
utilizam fosfolipídios como reativo.(10) A recomendação para
realização dos testes de coagulação é a utilização de plas-
ma pobre em plaquetas com contagem plasmática inferior
a 10.000/mm3;(6) no entanto, o presente estudo encontrou
valores superiores do aconselhado somente em dois minu-
tos ou menos de centrifugação.

Contudo, Lippi et al. demonstraram que os tempos de
centrifugação de cinco a dez min, em força centrífuga relati-
va de 1.500 g, podem ser adequados para obtenção de re-
sultados confiáveis dos testes de coagulação de rotina, TP
e TTP, mesmo com a presença de plaquetas residuais de
39.000/mm3 a partir do tempo de dez minutos de centrifu-
gação.(5) Esse estudo não demonstrou alteração para os
valores médios de TP nos tempos de centrifugação de dez,
cinco, dois e um minuto com relação ao tempo de centrifu-
gação de referência de 15 minutos.(5) No entanto, para o
teste TTP houve aumento dos resultados em dois minutos
de centrifugação.(5) Com relação aos elementos residuais,
Lippi et al. observaram a presença significativa de plaquetas
em dez minutos ou menos, hemácias em cinco, dois e um
minuto e leucócitos somente no tempo de centrifugação de
um minuto.(5)

Outro estudo desenvolvido por Carroll et al. avaliou o
TP e o TTP em plasmas ricos em plaquetas (PRPs) e plas-
mas pobres em plaquetas (PPPs) preparados a partir da
mesma amostra de sangue. As medições desses parâ-
metros não foram estatisticamente ou clinicamente signifi-
cativas em 100 comparações pareadas.(8) Além disso, esse
estudo demostrou que, em PRPs, a contagem de plaquetas
de pelo menos 199.000/mm3 não alteraram os resultados
de TP e TTP.(8) Por outro lado, Sultan et al. compararam os
resultados obtidos a partir de plasma centrifugado durante
cinco minutos a 3.000 g ou durante dez minutos a 2.000 g

com o protocolo de referência e não encontraram diferen-
ças nos resultados dos testes de coagulação TP e TTP.(7)

Portanto, esse estudo concluiu que cinco minutos de centri-
fugação a 3.000 g é uma opção confiável e útil para reduzir
o tempo de entrega dos resultados para esses testes.(7)

Daves et al. avaliaram cinquenta amostras divididas
em duas alíquotas, avaliadas de acordo com as recomen-
dações da CLSI, porém, para centrifugação da primeira
alíquota, foi utilizado o freio ajustado para ligado, e para a
segunda o freio foi desligado.(4) Observou-se que, quando
o freio da centrífuga estava ligado, a frequência de amos-
tras que excederam a contagem de plaquetas 10.000/mm3

foi quase o dobro do que nos plasmas obtidos com o freio
desligado.(4) Portanto, esses resultados demonstraram que
a centrífuga deve ser utilizada com o freio ajustado para
desligado, pois pode ocorrer uma ressuspensão parcial
dos elementos residuais ao plasma, devido a grande for-
ça de desaceleração quando o freio está ligado.(4)

Com relação aos testes de coagulação, Daves et al.
não encontraram diferença para os valores de TTP, porém
os resultados de TP apresentaram um pequeno prolonga-
mento usando o freio da centrífuga ajustado para ligado (0,2
segundos; p<0,001).(4) Portanto, centrifugações de amostras
de exames de coagulação com o freio desligado gera re-
sultados mais compatíveis com as recomendações atuais
do CLSI.(4)

O presente estudo também avaliou os resultados de
acordo com o ponto de vista clínico aceitável, por meio da
interpretação dos gráficos de Bland Altman. Os resultados
de TP e TTP excederam as especificações de qualidade
para o viés desejável em todos os tempos de centrifugação.

O TP demonstrou viés de 2,2%, 2,4%, 2,8% e 5,6%,
portanto com aumento de 0,2%, 0,4%, 0,8% e 3,6% nos tem-
pos dez, cinco, dois e um minuto, respectivamente, exce-
dendo as especificações permitidas de ± 2,0%, enquanto
que o TTP apresentou viés de 2,8%, 4,2%, 5,2%, 8,2%, por-
tanto com aumento de 0,5%, 1,9%, 2,9% e 5,9% nos tem-
pos dez, cinco, dois e um minuto, respectivamente, exce-
dendo as especificações permitidas de ± 2,3%.

No entanto, Lippi et al. apresentaram todos os resulta-
dos de TP dentro do viés desejável, 0,0%, -0,5%, -0,75% e
-0,8% nos tempos dez, cinco, dois e um minuto, respectiva-
mente.(5) Para o TTP, encontraram 0,0%, 0,4%, 1,6% e 2,4%
nos tempos dez, cinco, dois e umminuto, respectivamente,
sendo que apenas o tempo de um minuto excedeu as
especificações permitidas de ± 2,3%, em 0,1%.(5) Entretan-
to, esse estudo não menciona se o freio da centrífuga esta-
va ajustado para ligado ou desligado.(5) Portanto, essas dis-
crepâncias entre estudos realizados com mesmo tempo e
velocidade de centrifugação podem ser atribuídas aos dife-
rentes tipos de centrífugas utilizadas, como, por exemplo,
com diferentes programações de velocidades de desace-
leração ao término da centrifugação.
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CONCLUSÃO

Apesar de vários estudos na literatura demonstrarem
a possibilidade de diminuir o tempo de centrifugação das
amostras para realização dos testes de coagulação de roti-
na, o presente estudo demonstrou alteração dos valores
médios e da interpretação clínica para os resultados dos
testes TP e TTP nos diferentes tempos de centrifugação
(dez, cinco, dois e um minuto) com relação ao protocolo
padrão estabelecido pelo CLSI.

Deve-se ressaltar que a presente pesquisa e todos os
estudos supracitados utilizaram centrífugas, coagulômetros
e reagentes diferentes para realização dos testes de coa-
gulação. Portanto, esses resultados demonstram a impor-
tância de cada laboratório clínico realizar a padronização
dos tempos de centrifugação de acordo com seus recursos
específicos de trabalho.
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Abstract

Objective:  To analyze the coagulation tests: prothrombin test (PT) and

partial thromboplastin time (PTT) in different centrifugation times of the

sample, in relation to the standard protocol of the Clinical Laboratory

Standards Institute (CLSI). Methods: The selected samples were splitted

up into five aliquots of 1 mL. Centrifugation of these aliquots was carried

out at 15, 10, 5, 2 and 1 minute at 1500 g. The PT and PTT were

analyzed in an automated apparatus. The plasmas were analyzed for

presence of residual elements: erythrocytes, leukocytes and platelets.

Results: The results showed a change in the values of PT at the 10, 5,

2 and 1 minute centrifugation times and the PTT at 5, 2 and 1 minutes,

relative to the standard protocol. In the interpretation of Bland Altman, a

significant bias of the acceptable clinical limit for TP and TTP at all

centrifugation times was observed, relative to the standard protocol.

Only in the 15 minute centrifugation time no residual cells were found in

the analyzed samples. Conclusion: The present study demonstrated

that the 15-minute centrifugation time is ideal for complete removal of

residual blood cells and to ensure the reliability of the results of the PT
and PTT coagulation.

Keywords

Centrifugation; prothrombin time; partial thromboplastin time; blood
coagulation tests
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