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Avaliacao da determinacao do tempo de protrombina em
amostras de sangue colhidas por duas diferentes técnicas

Evaluation of determination of prothrombin time in blood samples using two different collection techniques
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TS resumo

Protrombina O presente trabalho tem como objetivo avaliar a interferéncia de diferentes técnicas de coleta sanguinea
na determinacéo do tempo de protrombina. Duas técnicas de coleta foram utilizadas: uma, realiza-
da pelo sistema a vacuo; a outra, realizada mediante aspiracdo manual com seringa de plastico. Os

Anticoagulante oral

Vitaminz K valores obtidos na determinagéo do tempo de protrombina provenientes das duas técnicas de coleta
Sangramento foram comparados. Foram analisadas amostras de pacientes que apresentavam tempo de protrombina

. normais e anormais por estarem em tratamento oral com medicacdo anticoagulante. A conclus@o foi
Tromboembolismo

que o processo de coleta utilizando tanto o sistema a vacuo como a aspiragdo manual com seringa de
plastico néo interfere no resultado do teste, e os valores obtidos, comparando-se os dois métodos de
coleta, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

abstract IFSE
The objective of the present study is to evaluate the interference of different blood collection techniques in | Prothrombin

determining prothrombin time. Two collection techniques were used. One of them uses the vacuum system
and the other, manual aspiration using plastic syringe. The obtained values of determination of prothrombin
time from these two techniques were compared. We analyzed patients’ samples that presented normal and | Vitamin K
non-normal prothrombin time owing to oral treatment with anticoagulant medication. The conclusion was | pieeding
that the collection processes using either vacuum system or manual aspiration with plastic syringe to obtain
samples destined to the prothrombin time analysis do not interfere in the test result and the obtained values.

In comparing both collecting techniques we did not find any significant statistical differences.

Oral anticoagulant

Thromboembolism

Para que o tratamento com as drogas anticoagu-

Introducéo

o . lantes orais ndo tenha efeitos adversos e para evitar
A hemostasia é o resultado do equilibrio entre as

proteinas pré-coagulantes e as anticoagulantes™. O
rompimento desse equilibrio pode acontecer com uso
de anticoagulantes orais ou drogas antivitamina K, que
frequientemente sdo administrados com o intuito de
prevenir fendmenos tromboembdlicos® 1% 19).

a superdosagem, a dose do medicamento deve ser
ajustada ao paciente e monitorada pela determinagéo
do tempo de protrombina e da relacdo normatizada
internacional (RNI)® 9O tempo de protrombina (TP)
foi descrito por Quick, em 1935, para quantificar a
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protrombina e avaliar os fatores Il, V, VIl e X da coagulagcao
(via extrinseca)® 1% 1119, A RNI foi instituida pela Organi-
zacdo Mundial de Saide (OMS), em 1983, e expressa a
uniformizacdo dos resultados, pois leva em consideracao
a sensibilidade do reagente (tromboplastina) utilizado
no ensaio®, diminuindo, assim, as discrepancias entre os
resultados do tempo de protrombina, dando mais confia-
bilidade ao teste®®19. O célculo da RNI s6 é necessario
para pacientes com tempo de protrombina alterada pelo
uso de anticoagulantes orais® 19).

O paciente em terapia anticoagulante oral necessita de
monitoracdo rigorosa, envolvendo tanto fatores inerentes
a ele quanto fatores relacionados a determinacéo do teste,
tais como a coleta, a separacado, o acondicionamento da
amostra, o reagente e a realizacdo do ensaio®. Cabe ao
laboratério destinar cuidados especiais em todas as etapas
do teste (desde a coleta, o processamento e o armazena-
mento das amostras, que fazem parte da fase pré-analitica;
arealizacdo do ensaio, que é a fase analitica; até a liberacdo
do resultado, que faz parte da fase pés-analitica). Esses cui-
dados tém como objetivo a tentativa de excluir os fatores
interferentes, mantendo a exatiddo e a precisdo inerentes
ao analito(3 8917,

Em relacdo a TP e RNI, alguns estudos revelam que
tanto os reagentes utilizados quanto o anticoagulante
podem interferir nos resultados %, Quanto ao método
de obtencdo da amostra, parece ndo haver diferencas sig-
nificativas entre a amostra capilar e a plasmatica, embora
os resultados ndo sejam uniformes entre os estudos® 1.
No entanto, pouco se sabe a respeito da interferéncia dos
recipientes de coleta imediatos em relacéo ao resultado do
teste. O objetivo deste trabalho é avaliar a interferéncia na
determinacado do tempo de protrombina em amostras de
sangue colhidas por duas técnicas distintas.

Material e métodos

Foram analisadas 180 amostras de sangue obtidas de
90 pacientes. Determinou-se o tempo de protrombina
em aparelho automatizado, coagulémetro compacto com
memo©ria para curva de calibracéo e resultados - utilizando-
se tromboplastina comercial (Wiener Lab. Lote: 306185)
com indice de sensibilidade internacional (ISI) igual a 1,4,
em pacientes clinicamente normais e em terapia anticoa-
gulante oral. O estudo foi realizado no periodo compre-
endido entre agosto e dezembro de 2003, no Laboratério
da Area de Satde do Departamento de Biomedicina da
Universidade Catdlica de Goids. A participacdo no trabalho

foi voluntéria, mediante consentimento do paciente, que
foi informado a respeito do estudo e assegurado o acesso
ao resultado.

Coleta com seringa e tubo de plastico

A amostra foi obtida mediante puncdo venosa, atrau-
mética, para evitar contaminacdo com liquidos tissulares,
com seringa de plastico e agulha descartével 21G1 (25 x
8) e anticoagulante citrato de sédio (18,8g/dl) da Labtest
Diagnéstica (lote: 2047), na proporcdo de uma gota do
anticoagulante para 3ml de sangue, conforme orientacédo
do fabricante. Posteriormente, a amostra foi colocada em
recipiente de plastico, homogeneizada e centrifugada por
dez minutos, a 3.000rpm, para a obtencdo de plasma pobre
em plaquetas.

Coleta com sistema a vacuo

A amostra foi obtida por meio de puncdo venosa,
atraumatica, porém em outro vaso sanguineo, diretamente
em tubo siliconizado do sistema Vacutainer (Becton-Di-
ckinson), contendo 0,5ml de solucéo estéril de citrato de
sédio (19,2mg de citrato de sédio e 2mg de écido citrico)
e agulha descartavel 21G1 (25 x 8). O volume de sangue
coletado foi de, aproximadamente, 4,5ml, homogeneizado
e centrifugado por dez minutos, a 3.000rpm, para obtencédo
de plasma pobre em plaquetas.

O plasma controle foi obtido entre os pacientes do
préprio grupo em estudo. Para isso foram escolhidos, ale-
atoriamente, trés pacientes saudaveis e que ndo estavam
em uso de nenhuma forma de medicamento. A média do
pool de amostras utilizada como referéncia para ambos os
processos de obtencao da amostra foi de 12 sequndos. Para
comparacao entre os dois métodos foi empregado o teste
t de Student pareado.

Resultados

ATabela 1 compara os resultados do TP obtidos dos 90
pacientes estudados tanto pela técnica a vacuo quanto pela
técnica da seringa. Dos 90 pacientes, 73 apresentavam-se
higidos, sem queixas de qualquer sintoma, sem histéria de
outro resultado anterior alterado e ndo estavam em uso de
medicacdo, portanto apresentaram o tempo de protrom-
bina dentro dos limites da normalidade, e a diferenca em
cada determinacdo ndo apresentou discrepancia, sendo
que a maior diferenca entre uma técnica de coleta e outra
foi de 0,2.
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Comparacao dos resultados de TP em 90 pacientes estabelecidos apos as duas técnicas de
Tabela 1 coleta e comparacao dos resultados de RNI nos 17 pacientes em uso de anticoagulante oral

Paciente TP TP Paciente TP TP Paciente
vacuo seringa vacuo seringa
1 14,5 13,8 31 14,6 14,6 61
2 13,3 13 32 12,8 12,8 62
3 12,6 12,8 33 12,5 12,5 63
4 14,5 12,9 34 15 15 64
5 14,1 13,6 35 12,8 12,8 65
6 12,8 12,8 36 12,6 12,6 66
7 12,9 12,7 37 14,6 14,6 67
8 12,6 13,2 38 14,8 14,8 68
9 13,5 13,7 39 13 13 69
10 14,2 13,9 40 14 14 70
11 13,6 14 41 14,2 14,2 71
12 13,8 12,8 42 13 13 72
13 12,9 13,1 43 13,4 13,4 73
14 14 13,2 44 13,2 13,2 14
15 12 13 45 13,3 13,3 75
16 14 13,8 46 12,5 12,5 76
17 15,7 15,8 47 14,4 14,4 77
18 12,8 13,3 48 13,6 13,6 78
19 13 14 49 12,8 13,6 79
20 12,6 12,6 50 12,4 12,4 80
21 13,3 13,2 51 12,4 12,4 81
22 13,2 13,2 52 12,5 12,5 82
23 12,6 12,8 53 14,1 14,1 83
24 12,9 12,9 54 14,7 14,7 84
25 12,8 13,6 55 12,6 12,6 85
26 15,6 15,6 56 13,6 13,6 86
27 12,6 12,6 57 12,5 12,5 87
28 13,6 13,6 58 13,4 13,4 88
29 12,6 12,6 59 12,4 12,4 89
30 13,2 13,2 60 12,6 12,6 90

TP
vacuo
13,8
13,6
14,5
14,2
13,8
13,9
12,7
13,4
12,2
13,7
12,2
11,7
12,9
35,2
16,6
20
17,4
25,9
17,1
33,9
26,2
16,4
24,7
28,8
34,3
23
31,2
21,4
18,9
27,1

TP se-
ringa
13,8
13,6
14,5
14,2
13,8
13,9
12,7
13,4
12,2
13,7
12,2
11,7
12,9
36,2
17,2
18,8
19,4
25,2
17,8
30,4
27,2
17,4
26,6
27,2
33
23
31,2
20,4
18,8
27,5

RNI
vacuo

4,7
1,7
1,9

2,8
1,7
3,7
31
1,7

31
4,1
2,5
3,8
2,1
1,9
3,2

RNI
seringa

4,5
1,6

1,7
2,9
1,6
4,3

1,5
2,7
3,4
4,4
2,5
3,8
2,2
1,9
3,1

0Os dados em negrito sdo dos pacientes em uso de anticoagulante oral.

Além da comparacdo dos valores do TP, a Tabela 1
compara também os valores da RNI para os outros 17 pa-
cientes que estavam em uso de anticoagulante oral. Para
esses pacientes foram feitos os calculos da RNI, conforme
indicacdo da OMS, e a diferenca maior entre uma técnica
de coleta e outra foi de 0,6, do paciente 80, portador de

prétese cardiaca, que ainda se mantém dentro do intervalo
recomendado, conforme a Tabela 2.

A RNI foi calculada de acordo com a férmula que se
segue(® em que plasma controle (TP controle) foi igual a
12 segundos e o ISI da tromboplastina comercial foi de 1,4.
O célculo da RNI foi realizado no sentido da comparacao,
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Valores recomendados pela
Sociedade Internacional de

Hemostasia e Trombose para o
nivel de anticoagulacao a ser
atingido de acordo com a RNI*®

Tabela 2

P RNI
Situacao clinica

Alvo Intervalo

Profilaxia de trombose venosa 2,5 2a3

e embolia pulmonar

Trombose venosa recorrente 3 2a4

Trombose arterial 3,5 3a45
Proteses valvares cardiacas 3,5 3a45

uma vez que esta é indicada para pacientes em uso de
terapia anticoagulante oral®.

RNI =R,

onde R = TP paciente
TP controle

As médias obtidas (Tabela 3) dos valores encontrados
na determinacdo do tempo de protrombina, tanto nas
amostras coletadas com seringa quanto nas coletadas
pelo sistema a vacuo, apresentaram variacdo minima da
ordem de 0,05. O valor critico de t, .., _,, € de 1,99 para
os pacientes higidos e o resultado do teste t calculado foi
igual a 1,02, ndo-significativo (p = 0,311).

Para os pacientes em tratamento com anticoagulante
oral o valor critico de ty0s; 6115 é de 2,1199, e o resultado
do teste t calculado para o TP foi igual a 0,139, nédo-signi-
ficativo (p = 0,891), enquanto que o resultado do teste ¢
calculado para o RNl foi igual a -0,104, ndo-significativo (p
=0,981). Assim, os valores do TP e a RNI independem do
método de coleta praticado. A distribuicéo das diferencas

pareadas foi ligeiramente leptocdrtica, mas a aplicacdo de
uma transformacao logaritmica corrigiu esse problema e
ndo afetou qualitativamente os resultados.

O TP é um procedimento laboratorial que avalia os
fatores Il, V, VIl e X da coagulacéo sangiiinea, sendo que,
destes, os fatores Il, VIl e X sdo vitamina K-dependentes("
?. A determinagdo do TP é imprescindivel na avaliacdo, no
acompanhamento e na evolucdo de pacientes portadores
de patologias variadas e também no monitoramento de
pacientes que estdo em uso de anticoagulante oral. Nesse
caso, os resultados laboratoriais do TP e RNI expressos
erroneamente levam a condutas clinicas inadequadas que
podem levar o paciente a distdrbios hemorragicos de graves
dimensodes® 7.

Os pacientes 6, 25, 37 e 55 estavam no inicio da terapia
de profilaxia de trombose venosa, em fase progressiva para
atingir o alvo, dentro do intervalo recomendado (Tabela
2), e nessa fase a precisdo da RNI é menor. Nesse caso,
o fator VII é aquele que apresenta diminuicdo imediata,
contribuindo para o aumento do TP, pois o TP relaciona-se
com os niveis plasmaticos de fatores vitamina K e ndo com
os niveis plasmaticos da droga utilizada®.

Os dados obtidos dos 73 pacientes higidos apresentam
variacdes minimas. Os resultados dos demais pacientes
foram expressos também em RNI, pois todos faziam uso
de anticoagulante oral. Mesmo assim, os resultados ndo
se mostram discrepantes, ndo havendo variacdo entre os
métodos empregados na obtencdo da amostra na deter-
minacdo de TP e RNI.

De acordo com os resultados obtidos e as analises es-
tatisticas realizadas, demonstrou-se que ndo ha diferenca
no resultado obtido das amostras provenientes das duas
técnicas de coleta instituidas.

O emprego e a comparacdo das técnicas de coleta
nesse trabalho permitiram e permitem oferecer ao paciente

Tabela 3 Média, desvio padrao e teste ¢ pareado para comparacao estatistica de TP e RNI

Pacientes higidos

Pacientes em uso de anticoagulante oral

TP vacuo TP seringa TP vacuo TP seringa RNI vacuo RNI seringa
Média 13,35 13,42 24,59 24,56 2,76 2,77
Desvio padrdo 0,85 0,81 6 0,94 1,02
Teste t 1,02 (ns) 0,139 (ns) - 0,104 (ns)

ns = ndo-significativo no nivel de 5%.
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mais um parametro de seguranca na avaliacao laboratorial
do TP. Isso contribui para a uniformidade do resultado e
seus calculos, excluindo a forma de obtencdo da amostra,
especificamente nesse caso comparado, como um dos
interferentes no resultado do analito.

Portanto, esses dois processos de obtencédo de amostra
para a avaliacdo do TP ndo interferem no resultado do
analito, podendo-se usar com seguranca qualquer uma
das técnicas, ainda que o uso da técnica de coleta a vacuo

tenha melhorado a qualidade dos resultados e minimizado
os erros pré-analiticos.
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