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RESUMO i

O autor pretende tornar acessivel a todo o pessoal médico e técnico, nomeadamente aos que
trabalham em laboratério, os fundamentos e a evolugfio histérica da determinacdo da Razdo
Normalizada Internacional (RNI). Foi feita uma revisdio bibliogréfica exaustiva dos estudos
realizados pelos principais organismos envolvidos na calibragdo das tromboplastinas, base da
avaliacdo do [ndice de Sensibilidade Internacional (ISD).

SUMMARY =T
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Determination of the International Normalized Ratio

The author explains the nature, reason and practical implications of determining the
International Normalized Ratio (INR) for all clinicians and technical personnel, mainly those
who work in laboratories. An exhaustive revision is made of the studies performed by the cen-
tres invplved in thromboplastin calibration exercises to obtain the International Sensivity Index

(ISI) values.

ESTANDARDIZACAO DO TP

O tempo de tromboplastina ou tempo de protrombina de
Quick (TP) avalia a via extrinseca da coagulagdo quando
em presenga de um excesso de tromboplastina. E o teste
de rastreio para detec¢dio de patologias congénitas e
adquiridas da via extrinseca e universalmente utilizado na
monitorizagdo da hipocoagulagiio por antivitaminicos k.

A estandardizacdo surgiu como uma necessidade! de-
vido a constatac@o dos seguintes factos:

1- Baixa concordéncia dos resultados fornecidos pelos
centros devido ao uso de diferentes reagentes (sensibili-
dade muito varidvel das tromboplastinas 2 deficiéncia
dos factores da coagulagio dependentes da vitamina k)
e/ou métodos (teste de Quick e Thrombotest, usando téc-
nicas manuais e automatizadas).

2- Uso de diferentes modos de expressdo dos resulta-
dos: tempo (seg.), razdo (TPd / TPn ), indice (TPn/ TPd)
e actividade (%).

3- Grande variagdo dos limites terapéuticos dos anti-
coagulantes orais.

A implicagdo clinica relaciona directamente a dosagem
dos anticoagulantes orais e consequente intensidade da
Recebido para publicagio: 8 de Janeiro de 1997
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hipocoagulag@o com o risco de trombose/ hemorragia2.

Assim, os principais objectivos da estandardizacgo sdo
obter maior uniformidade, seguranga e eficdcia da tera-
péutica anticoagulante oral3.

EVOLUCAO HISTORICA

Foram dados os primeiros passos* com :

— Introdugio de esquemas uniformes para testar e
expressar os resultados;

— Calibra¢do de tromboplastinas relativamente a uma
tromboplastina de referéncia;

- Uso de plasmas de referéncia estandardizados para
caracterizar o comportamento da tromboplastina;

— Adopgdo de um modelo de cdlculo estatistico

1. Esquema de Manchester (1969)
Primeira tentativa feita por Poller com a Manchester
Comparative Reagent (MCR).

2. Modelo de BIGGS-DENSON (1967)
Observacgio empirica da relacéo linear existente entre
as razdes dos TP obtidas com diferentes tromboplastinas.
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Com a disponibilidade de um reagente nacional, de um
modelo de calibragdo e partindo da teoria que as trom-
boplastinas podem ser comparadas a um material de
referéncia, surgem esquemas nacionais, dos quais o me-
lhor exemplo é o esquema inglés (Quadro I).

Quadro I - Esquema nacional inglés para estandardiza-
¢do do TP

« Manchester Comparative Reagent (MCR), adoptada em 1969,

pelo British Committee for Standards in Haematology como o
reagente nacional .

« Resultados do TP fornecidos como razio.

» Lotes de MCR ap6s monitorizagdo e avaliagdo re-designados
British Comparative Thromboplastin (BCT) e fornecidos a
todos os laboratérios para calibragio.

« Introdugio de uma técnica estandardizada para o TP e de um
esquema para calibrar lotes sucessivos de BCT.

Internacional (RCI) e calcula-se por:
RCI = (RAZAO OBSERVADA - 1)/ CCI + 1
Surgiram limita¢des a este esquema (Quadro II), que
obrigaram & sua revisdo e estabelecimento de nova
nomenclatura?.

Quadro II - Limitagbes ao esquema original da WHO

« Problemas relacionados com a tromboplastina 67/40
— composi¢go e “idade” do reagente
- deplec¢do do stock
— auséncia de estudos de estabilidade
— técnica Thrombotest-like

« Dificuldades atribuidas ao modelo de calibragdo
de Biggs-Denson

— linha de calibragio ter de passar pelo ponto (1,1)
— linha de calibrag@io aparentemente curva

MCR: preparagdo liquida fenolizada
BCT: preparagio liofilizada

3. Estudo ICTH/ICSH (1974)

Estudo multicéntrico que envolveu 199 laboratdrios e
foi realizado sob os auspicios do International
Committee on Thrombosis and Haemostasis JCTH) e do
International Committee for Standardisation in Haema-
tology (ICSH).

Pretendeu relacionar os TP obtidos com diferentes trom-
boplastinas e avaliar os métodos de obtencdo da linha de
calibragdo. Ocorreu a observagao acidental de que a precisdo
da linha de calibracfo estava relacionada com a semelhanca
entre a tromboplastina a calibrar e a de referéncia.

4. Esquema WHO (1977)

A tromboplastina 67/40 (humana, combinada) foi desi-
gnada como a primeira Preparacdo de Referéncia
Internacional Primdria (1* PRI I), contra a qual todas as
tromboplastinas deviam ser calibradas. As tromboplasti-
nas 70/178 (coelho, simples) e 68/434 (bovino, combi-
nada) como PRI I, destinadas a calibrar tromboplastinas
do mesmo tipo e origem.

O valor de calibragdo calculado para uma tromboplas-
tina corresponde ao declive da linha de calibragéo quan-
do as razdes dos TP obtidas com a 1* PRI I sdo represen-
tadas no eixo horizontal e os da tromboplastina a calibrar
no eixo vertical - Constante de Calibrago Internacional
(CCI). Foi estipulado que a tromboplastina 67/40 tivesse
um CCI de 1,0 e que a linha de calibragdo fosse estabe-
lecida por avaliagdo visual (Quadro IV).

A estimativa da razdo que seria obtida se se tivesse
usado a 1* PRI I denomina-se Razdo de Calibragdo
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5-Esquema WHO revisto - Kirkwood (1983)

A tromboplastina 67/40 foi substituida pela BCT/253
(humana, simples), tendo sido designada como 2* PRI L
Foram designadas as PRI II: RBT/79 (coelho, simples) e
OBT /79 (bovino, combinada).

O valor de calibragdo’-7 calculado para uma trombo-
plastina corresponde ao declive da linha de calibragao
quando os log TP obtidos com a 2* PRI I sdo colocados
no eixo vertical e os da tromboplastina a calibrar no eixo
horizontal para o mesmo conjunto de plasmas normais e
de doentes hipocoagulados - Indice Sensibilidade Inter-
nacional (ISI) . A BCT/253 apresenta um ISI de 1.088. A
linha de calibragéo é calculada por um método estatisti-
co de regressdo ortogonal (Quadros III e IV).

Quadro Il - Método estatistico de cdlculo da linha de
calibragdo

REGRESSAO ORTOGONAL
« Método estatistico que minimiza os desvios quadrados numa
direc¢do perpendicular 2 linha.
» Resulta de uma estimativa simétrica da relagio funcional ¢ da
precisdo, permitindo a derivagéo de testes de linearidade.
« Estd implicito no método a suposigdo de que o erro estatisti-
co em ambos os eixos é semelhante em magnitude.

y
d d = regresséo ortogonal
d’ = regressao linear

d
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Quadro 1V - Comparacdo entre o esquema original e o
revisto

ESQUEMA ORIGINAL

Razao TP com
tromboplastina
a calibrar

Razao TP com 67/40
ESQUEMA REVISTO

—

Log TP com tromboplastina
a calibrar

Log TP com
BCT/253

A estimativa da razdo que seria obtida se se tivesse
usado a 1°. PRI denomina-se Razdo Normalizada Inter-
nacional ( RNI) e calcula-se por:

RNI=(RAZAO TP)ISI

Os valores de RNI podem ser interpretados sem calcu-
los através de um nomograma estabelecido por Poller em
1982.

IMPLEMENTACAO DA RNI

A implementagdo deste esquema passa pelo forneci-
mento de tromboplastinas, sua organizagio e procedi-
mentos de calibragdo recomendados.

A World Health Organization (WHO) limita o forneci-
mento das tromboplastinas de referéncia aos laboratérios
de controlo nacional. O European Community Bureau of
Reference (BCR) tem venda livre aos fabricantes de
tromboplastina (Quadro V).

Quadro V - Fornecimento de tromboplastinas

WHO
SISTEMA DE CONTROLO
NACIONAL
BCR
| FABRICANTES
LABORATORIOS
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Os fabricantes devem ter um standard préprio (ou
tromboplastina de trabatho) para calibrar os lotes de
tromboplastinas. Devem ainda designar o ISI da sua
tromboplastina e enviar uma tabela de conversio.

Em termos organizacionais, o modelo das preparagtes
de referéncia € hierdrquico (Quadro VI)°. Comeca pela
BCT/253 que, segundo os tltimos estudos de degradagio
acelerada pelo calor, mantém-se estdvell0; no entanto,
verifica-se depleccdo do stock, pelo que é necessério
pensar em nova PRI 1.

Quadro VI - Modelo hierdrquico das preparacées de

referéncia
12PRED [10HHEOIEHLTRET LT 22 PRI
67/40 BCT/253
WHO WHO
Humana, combinada Humana, simples
nado disponivel recomendada
I1SI: 1.00 1SI: 1.08
PRI Il
10 """" [ [ I
BCT/441 BCT/099 RBT/79 OBT/79
ICSH BCR WHO/BCR WHO/BCR
Humana, simples Humana, coelho, simples bovino,
Paises em simples combinada
desenvolvimento
1S1: 1.04 1SI: 1.05 1SI: 1.41 ISI: 1.01
|
CRM/149 R
BCR
coelho, simples
1S1: 1.34

A calibragio das preparagles de referéncia deve ser
cuidadosa, multicéntrica e estandardizada!. Maior pre-
cisdo € obtida quando se comparam tromboplastinas com
idéntica composigdo e origem. O exercicio de calibragio
deve incluir, por dia, amostras de plasmas de 2 controlos
normais e de 6 doentes hipocoagulados e estabilizados
ha pelo menos 6 semanas e deve decorrer durante 10 dias
(Coeficiente de Variagdo < 3%).

A calibragdo de uma tromboplastina de trabalho pode
ser unicéntrica® e o seu ISI é obtido multiplicando o ISI
da preparac@o de referéncia pelo declive da linha de cali-
bragdo.

A calibragdo de lotes sucessivos de tromboplastinas
pode ser realizada com um pool de plasmas liofilizados
ou congelados contendo, pelo menos, 20 d4divas de da-
dores sauddveis ou de hipocoagulados estabilizados hd
pelo menos 6 semanas. Podem usar-se plasmas frescos,
contendo um niimero néo superior a quatro normais e 12
doentes.
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A necessidade de um elevado nimero de plasmas pro-
porciona maior dispersdo dos pontos relativamente a
linha de calibracfo, o que reflecte uma variagéo biol6gi-
ca genuina e valida a linha de calibrago.

CAUSAS DE ERRO
NA DETERMINACAO DA RNI

Teoricamente, usando reagentes com determinado ISI,
os resultados de RNI em doentes a fazer anticoagulantes
orais devem ser os mesmos apesar da tromboplastina
empregue. Na prdtica, isto nem sempre se comprova
(Quadro VID!!,

Quadro VII - Causas de erro na determinagdo da RNI
Adaptado de Poller and Thomson, 1993"1

1 - Razdo TP incorrecta

1.1 Determinagfio do TP | — Varidveis pré-analiticas
— VariagGes na técnica

— Detecgido do ponto final
1.2 Determinagdo do TP médio normal

2 - ISI incorrecto

2.1 Calibrag@o incorrecta

2.2 Alteragéo no ISI

2.3 Fraca distribui¢do das amostras cumarfnicas
2.4 Escolha incorrecta da preparagdo de referéncia

3 - RNI incorrecto

A técnica de venopungdo, o material de colheita, a con-
centragdo de citrato!?, a velocidade e a duragfio da cen-
trifugacdo, a temperatura ambiente, a demora na realiza-
cdo do teste sdo as varidveis pré-teste com maior inte-
resse em referir.

O momento da formag#o do codgulo pode ser determi-
nado por avaliagdio visual, dptica ou electromecénica. A
técnica manual é o procedimento recomendado nos exer-
cicios de calibrago e pode induzir alteragdes na RNI por
varia¢bes na técnicaZ. Miltiplos estudos tentaram escla-
recer a polémica.

O uso da razdo diminui os efeitos da automatizacgo,
nomeadamente a menor precisfo, mas ndo os elimina. E
proposto um factor de correcgdo para 0 instrumento!, o
uso de uma tromboplastina de alta sensibilidade?, a cali-
bragdo do sistema reagente / instrumento!! e a apli-
cacdo alargada dos plasmas de referéncia3 para ajudar a
resolver o problema. No entanto, comegaram a surgir al-
guns estudos a demonstrar a variabilidade intra-instru-
mento e uma aproximagdo dos resultados manuais aos
automatizados em algumas situagdes?2.
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Cada laboratério deve determinar o seu TP médio nor-
mal para cada lote de reagente usando amostras frescas
de plasmas normais, diariamente, de um grande nimero
de individuos. O método de célculo recomendado € a
média geométrica, obtida pelo antilog das médias dos log
TP individuais. Como alternativa, pode usar-se um pool
de plasmas normais congelados ou liofilizados!3.

Nos exercicios de calibragfo, as amostras de plasmas
de doentes a fazer dicumarinicos devem ser representati-
vas dos niveis de hipocoagulagdo terap&uticos (Quadro
VIII).

Quadro VIII - Distribui¢@o das amostras cumarinicas
Adaptado de Poller and Thomson, 199311

RNI N° Plasmas
1.5-2.0 4-8
20-25 8-12
25-3.0 8-12
3.0-35 8-12
35-4.0 4-8

A escolha da preparagdo de referéncia tem fundamen-
tal importéncia na determinag@o do ISI da tromboplasti-
na a calibrar. A precisdo da calibragao (ou Coeficiente de
Variacio, CV), é uma medida da variagfo interlaborato-
rial e depende da composigdo e ISI das tromboplastinas
comparadas.

A composigio idéntica entre a tromboplastina a ca-
librar e a de referéncia diminui a variagdo
interlaboratorial'4-17. Quanto mais baixo o ISI, maior
a sensibilidade da tromboplastina as altera¢des induzi-
das pelos dicumarinicos e maior a precisdo da cali-
bragdo. Isto implica menor erro na conversdo da razio
em RNI e menor variabilidade interlaboratorial (o CV
da RNI aproxima-se do CV da razao multiplicado pelo
ISI)18-22_

O uso de tromboplastinas com ISI > 1.6 pode ser par-
ticularmente perigoso porque pequenos prolongamentos
do TP e da razdo podem denotar uma grande alteragéo na
hipocoagulagdo sanguinea?3.

AVALIACAO CLINICA

A questdo que importa por € se a implementagdo de
RNI vai resultar em melhores regimes de profilaxia e
tratamento das doengas tromboembdlicas pelos anticoa-
gulantes orais. Foi demonstrado em vdrios estudos2425 o
beneficio para o doente. Permanece a polémica sobre a
determinacfio dos niveis terapéuticos seguros e eficazes
para cada patologia.
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VALIDADE DA RNI EM DOENTES
COM INSUFICIENCIA HEPATICA

Nos anos 80, diferentes autores estabeleceram que a
RNI devia ser aplicada apenas & monitorizagdo do efeito
anticoagulante oral em doentes estabilizados26. Em mea-
dos de 90, comegam a surgir estudos que avaliam a eficd-
cia de RNI em doentes com insuficiéncia hepdtica , coa-
gulagdo intravascular disseminada e outras coagulopa-
tias27-29. No entanto, sd0 necessérios guidelines para
essas situagOes e consenso sobre o ISI mais apropriado
das tromboplastinas a utilizar nestas patologias.
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