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Reference ranges in clinical laboratory

Carlos Eduardo dos Santos Ferreira'; Adagmar Andriolo?

resumo

Intervalo de referéncia A definicdo dos intervalos de referéncia é tarefa desafiadora para todos os laboratérios clinicos. Entre as
possibilidades para estabelecimento desses intervalos destacam-se a definicdo dos proprios intervalos,
a validacdo dos dados constantes das bulas reagentes e a utilizacdo das informacdes disponiveis na
literatura. A criacdo de intervalos préprios € a escolha mais desejavel para a grande maioria dos testes,
Normalidade pois reflete a condicdo da populacdo para a qual os eles serdo aplicados no dia-a-dia, sendo, porém,
a mais trabalhosa e onerosa. A validacdo dos intervalos fornecidos pelas bulas reagentes e a aplicacdo
dos dados fornecidos pela literatura parecem ser as op¢des mais freqlientemente utilizadas em nosso
meio. A escolha de intervalos adequados de referéncia é fundamental para que os laboratérios clinicos
fornecam informacdes fidedignas e que os clinicos possam interpretar corretamente os resultados e
optar pelas melhores condutas diante da populacdo assistida.

Valores normais

Laboratorio clinico

Intervalos de significancia

abstract PSS

The definition of reference ranges is a challenging task to all clinical laboratories. It is particularly worth | Reference ranges
mentioning the definition of their own ranges, the validation of data on reagent directions and the use of
information available in medical literature as possibilities for the establishment of these ranges. The creation of

Normal values

their own ranges is undoubtedly the most desirable choice in most tests, inasmuch as it reflects the condition | C!inical laboratory

of the population on whom they will be applied on a daily basis, yet it is the most laborious and onerous. The | Normality
validation of ranges offered by the reagent directions and the use of data from medical literature seem to be
the most commonly used options in our country. The choice of appropriate reference ranges is essential so
that clinical laboratories offer reliable information and physicians interpret the results correctly and choose
the best approach towards the assisted population.

Significance range

1. Médico patologista clinico; mestre pela Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP); médico do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia/Fundacdo Adib Jatene;
assessor médico do Laboratdrio Clinico no Hospital Israelita Albert Einstein.
2. Médico patologista clinico; doutor livre-docente do Departamento de Medicina da Escola Paulista de Medicina da UNIFESP; assessor médico de Fleury Medicina e Satide.

11



12

FERREIRA, C. E. S. & ANDRIOLO, A. Intervalos de referéncia no laboratrio clinico ¢ | Bras Patol Med Lab ¢ v. 44 e n. 1 ¢ p. 11-16 * fevereiro 2008

Introducao

Com o avango tecnoldgico ocorrido nas Gltimas déca-
das, os testes laboratoriais também sofreram, e continuam
sofrendo, mudangas significativas. O impacto dessas
mudancas precisa ser analisado para que o clinico possa
utilizar com critérios as informacdes oriundas dos laudos
de exames laboratoriais('?.

O primeiro fato a ser destacado é o nimero de analitos
atualmente disponiveis em um laboratério clinico de grande
porte. Estima-se que, entre pesquisa e rotina, estejam dispo-
niveis aproximadamente 7.500 diferentes tipos de exames
distribuidos nas diferentes areas de atuacdo do laboratdrio.
Uma segunda mudanca diz respeito a acessibilidade aos
recursos laboratoriais por populagdes especificas©?. A cada
dia um nGmero maior de individuos saudéveis tem sido sub-
metido a baterias de testes com finalidades preventivas ou,
mesmo, apenas administrativas. Sdo os chamados exames
de triagem (check-up) e os exames periédicos.

Para que o resultado de um teste laboratorial se trans-
forme em informacéo fidedigna e seja Gtil a diagnéstico,
monitoramento, estadiamento ou predicdo de alguma
doenca, ele precisa ser analisado criteriosamente em varios
aspectos. A consisténcia metodolégica, demonstrada ja na
fase inicial do seu desenvolvimento na pesquisa basica; suas
praticidade e viabilidade quando da implantacdo na rotina
clinica e sua robustez diagnéstica no momento em que
se torna disponivel para a prética clinica séo algumas das
caracteristicas indispensaveis”). Ao ser incorporado ao rol de
exames disponibilizados, além dessas caracteristicas, o teste
deve ter sido suficientemente avaliado em diferentes popu-
lacdes e o intervalo de referéncia ou, mais genericamente,
os intervalos de significancia devem ter sido estabelecidos,
com a seguranca possivel. A partir desses intervalos a inter-
pretacdo dos resultados se tornara possivel e til.

Da correta e abrangente definicdo dos intervalos depende
aimportancia que os testes laboratoriais assumem na condu-
ta clinica. Um estudo ja cléssico demonstrou que pelo menos
70% das decisGes clinicas no ambiente hospitalar implicando,
por exemplo, a conduta de admissao ou nao, alta e modifi-
cacdo no esquema terapéutico sao altamente dependentes
dos resultados dos testes laboratoriais e, conseqiientemente,
da interpretacdo dos intervalos de significancia®.

Discussao

A Organizacdo Mundial de Satide (OMS), a Federacéo
Internacional de Quimica Clinica (IFCC) e o Instituto de

Padronizacdo Clinica e Laboratorial (CLSI) definem valor
de referéncia como um valor (resultado) obtido pela ob-
servacao ou mensuracdo quantitativa de um analito em um
individuo selecionado, com base em critérios bem definidos.
O esquema a seguir mostra, representativamente, de onde
provém os intervalos de referéncia (Figura)®.

No laboratério clinico, o primeiro passo para a deter-
minacdo dos intervalos de referéncia é definir de quem é
a responsabilidade dessa definicdo. A Joint Comission on
Accreditation of Healthcare Organizations (JCAHO)(S e o
College of American Pathologists (CAP)® definem que a
responsabilidade do estabelecimento dos intervalos refe-
renciais € do diretor do laboratdrio. A lei que rege os labo-
ratérios americanos, definida em 1988 (CLIA 88)® orienta
como os laboratérios devem criar e avaliar, periodicamente,
seus valores de referéncia. No Brasil, a legislagdo (RDC 302)
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)® e o
Programa de Acreditacdo de Laboratérios Clinicos (PALC),
da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Labo-
ratorial (SBPC/ML) definem apenas que o laboratédrio deve
possuir esses valores e fornecé-los no laudo dos exames.

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC 302):

¢ 6.3.3 (m) - o laudo deve conter valor de referéncia, limi-
tacOes técnicas e dados para interpretacéo.

Programa de Acreditacdo e Laboratérios Clinicos
(PALC):

* 4.5 (m) o laboratério deve possuir valores de referéncia
e valores criticos;

® 10.1 (m) o laudo deve conter valor de referéncia e/ou
dados para interpretacdo.

Para iniciar um estudo de como definir o intervalo de
referéncia, o laboratério deve realizar ampla revisdo da

Referéncias individuais (abrangendo uma)

populagéo referéncia (da qual foram selecionados)

{

grupos de amostras referéncia (as quais determinaram)

valores referenciais (nos quais pode ser observada uma)

distrubuigéo referencial (de onde podem ser calculados)

Valores observados —
em uma pessoa que
podem ser comparados

’ Intervalos de referéncia ‘ <;ﬁ

limites de referéncia (que podem definir)

CLsI

Figura - Esquema bdsico da determinagdo de intervalos de referéncia, segundo o
CLsi
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literatura nacional e internacional perante cada parametro
a ser avaliado. O passo seguinte é definir se o laboratério
ird criar seus préprios valores, validar dados de bulas rea-
gentes ou utilizar aqueles de dados disponiveis na literatura.
Vale a pena salientar que cada teste deve ser analisado
separadamente e que um mesmo laboratério pode dispor
dos trés tipos de ferramentas para definir seus intervalos
de referéncia.

A determinacgdo de intervalos de referéncia préprios é
mais trabalhosa e onerosa do que as outras op¢des. Para essa
determinacdo devem ser avaliadas as variaveis bioldgicas,
definidas como todos os fatores que podem interferir indi-
vidualmente em uma determinada condicdo, promovendo
variacdo intra-individuo®@. Essas variaveis podem ser clas-
sificadas como ritmos bioldgicos, fatores constitucionais e
fatores extrinsecos. Os ritmos biolégicos mais significativos
em relacdo aos exames laboratoriais sdo trés: circadiano,
ultradiano e infradiano. O ritmo circadiano é definido como
as variacdes na concentracdo de determinada substancia
em um periodo de 24 horas. Por exemplo, a concentracdo
de cortisol sérico apresenta pico nas primeiras horas da
manha e cai ao longo do dia®® ). O ritmo ultradiano
inclui variacdes ocorridas em curtos periodos de tempo,
em geral, minutos. Sdo exemplos as substancias liberadas
para a circulagdo por pulsos. O ritmo infradiano caracte-
riza as variagdes que ocorrem em um periodo de 30 dias.
Os horménios sexuais femininos, por exemplo, como os
hormonios luteinizante e foliculo-estimulante, apresentam
esse comportamento®.

Os fatores constitucionais incluem o género, aidade e a
variedade genética. Os principais fatores extrinsecos sdo a
postura; a realizacdo de exercicios fisicos; a dieta, compre-
endendo, além do tempo de jejum, o teor da alimentacdo
habitual, o uso de cafeina e bebidas alcodlicas; utilizacao de
drogas com fins terapéuticos ou nao e gravidez!'”.

E valido ressaltar que a importancia dos fatores consti-
tucionais pode variar ao longo do tempo ao se considerar
uma doenca ou um conjunto de doencas em particular.
Isso pode ser bem evidenciado, por exemplo, nas principais
doencas do sistema circulatério (infarto agudo do miocardio
e acidente vascular cerebral). Essas doencas sdo, atualmente,
as principais causas de mortalidade no Brasil e em grande
parte do mundo. Ha aproximadamente 30 anos, o género
masculino e a idade acima dos 40 anos eram praticamente
obrigatérios para a ocorréncia desses eventos. Com o passar
dos anos, a idade vem se reduzindo, e a prevaléncia de in-
farto em jovens é cada vez maior. Igualmente, a prevaléncia
da doenca no sexo feminino sofreu elevacdo significativa,

em parte devido as alteragdes dos habitos alimentares, ao
aumento do tabagismo na populacdo feminina e de jovens
e ao ingresso da mulher no mercado de trabalho, elevando
o nivel de estresse e sedentarismo®".

A interferéncia dos fatores extrinsecos constitui nao sé
um problema para a definicdo dos intervalos de referéncia
a ser equacionado, mas um desafio para os laboratérios,
exigindo redobrada atencdo em relacdo as condicdes do
paciente e aos protocolos de padronizacdo dos procedi-
mentos de atendimento do paciente e coleta de amostrast'*
16, A atividade fisica pode ser utilizada para exemplificar a
dificuldade de se avaliar e minimizar a interferéncia dos
fatores extrinsecos. O exercicio fisico pode ser realizado
em suas diversas formas e intensidades, de uma simples
caminhada a realizacdo de uma maratona. A variacao de-
corrente nos resultados dos exames laboratoriais pode ser
evidenciada, por exemplo, com o aumento da leucometria
e a liberacdo de catecolaminas ap6s uma caminhada leve
ou na concentracdo sérica de creatina quinase, mioglobina,
troponina |, creatinina, entre outros, apés uma maratona.
Outro fator complicador na avaliacdo da intensidade da
interferéncia da atividade fisica sobre os diversos parametros
€ a variabilidade causada pelo condicionamento fisico do
individuo®®. A interpretacado dos resultados dos principais
eletrélitos é outro importante exemplo. Dispondo de infor-
macdes pré-analiticas, extrinsecas e fatores constitucionais,
como a idade do paciente, a avaliacdo dos resultados desses
analitos se torna mais criteriosa.

Feita a avaliacdo global das variaveis biolégicas, o proxi-
mo passo para a determinagdo dos intervalos de referéncia
€ a escolha da amostragem a ser avaliada. O ndmero de
individuos a serem avaliados é bastante controverso na
literatura variando de 30 a 700 amostras. O CLSI (C24-
A3) e a IFCC preconizam a utilizacdo de, no minimo, 119
sujeitos para a utilizacdo de testes ndo-paramétricos. Para
a utilizacdo de testes paramétricos, a distribuicao deve ser
normal e a amostra deve conter mais de 30 individuos. Os
critérios pré-analiticos como tempo de jejum, dieta habitual,
postura, tempo de garroteamento, grau de atividade fisica,
tipo de tubos, tipo de amostra, processamento, transporte
e conservacao da amostra devem estar bem estabelecidos
e padronizados. Os procedimentos analiticos, incluindo
método, equipamentos e conjuntos diagnésticos, também
devem ser cuidadosamente calibrados e harmonizados, se
for o caso. Caracteristicas da metodologia, como precisao,
exatidao, sensibilidade analitica, linearidade, reprodutibili-
dade e potenciais interferentes devem ser conhecidas e, na
medida do possivel, estar sob controle estrito(® 39,
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Apbs a obtencdo dos dados, a andlise estatistica pode
ser feita com testes paramétricos ou nao-paramétricos, na
dependéncia da natureza e da distribuicdo deles. No teste
ndo-paramétrico preconizado pelo CLSI, deve ser utilizado o
percentil 97,5 para a maioria dos parametros, porém existem
numerosas exceces, como o caso das troponinas (T e I), para
os quais deve ser utilizado o percentil 99@. Atencao especial
deve ser dada aos outliers, individuos que apresentam resulta-
dos muito discrepantes em relacdo aos demais componentes
do grupo. Como regra, obedecidas as grandezas numéricas
totais jé referidas, até 10% de uma amostragem podem ser
desprezados por conta de outliers. Um dos recursos para a
caracterizacdo de um dado como outlier é o teste de Dixon,
utilizando a relagdo de D/R, na qual:

¢ D ¢ a diferenca entre o maior valor e o segundo maior
valor ou o menor valor do segundo menor valor;

* R é a diferenca entre o maior valor e o menor valor, tam-
bém identificado como amplitude;

* se D/R > 0,33 o dado pode ser considerado outlier.

A outra opgdo valida para a definicdo dos intervalos de
referéncia é a validacdo de valores especificados na bula do
conjunto diagndstico. Para realizar essa validagdo o CLSI
preconiza testar 20 individuos considerados saudaveis. Das
amostras, apenas duas (10%) podem fornecer resultados
fora do intervalo referido pela bula reagente. Caso contra-
rio, as dosagens devem ser repetidas e, se o erro se repetir,
os valores de bula ndo poderao ser utilizados® 29, O CAP
preconiza que os valores de referéncia deverdo ser criados
ou validados conforme estabelecido pela literatura. Os va-
lores deverao ser revistos a cada mudanca de metodologia,
alteracdo na populacao avaliada e/ou implantacao de um
novo analito no menu de exames do laboratério.

Para efetuar as avaliagdes estatisticas, os calculos mate-
maéticos manuais podem ser utilizados, porém, em geral,
sao trabalhosos. Programas de computador amplamente
disponiveis no mercado sdo opg¢des seguras e praticas.
Entre eles, podem ser referidos o Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS®), o Office® (Excel) e o EP Evaluator®,
entre outros.

Diante da dificuldade de serem determinados e valida-
dos intervalos significativos para populacdes especificas,
como a pediétrica e a geriatrica, podem ser utilizados
dados fornecidos pela literatura, com base em estudos que
definam valores referenciais para essas popula¢des especi-
ficas. Para a validacéo € importante que as caracteristicas
da populagdo e a metodologia utilizada pelo estudo sejam
compativeis?®,

Para a populagéo pediétrica ja podem ser encontrados
numerosos trabalhos que orientem a escolha de interva-
los referenciais'® 2, mas para a populacdo geriatrica os
estudos ainda sdo escassos e ndo ha consenso sobre quais
testes devem ser reportados com intervalos referenciais
especificos®.

Certos analitos, como a glicose, a proteina C-reativa,
os lipideos e as lipoproteinas, possuem valores referenciais
provenientes de estudos clinicos que utilizam grande
amostragem e realizam seguimento clinico dos individuos
por variados periodos de tempo. Em geral, esses intervalos
sdo consistentes, utilizados pela maioria dos laboratérios e
com ampla disseminacéo nas publicacdes cientificas e na
midia aberta, mas os critérios de definicdo dos limites sdo,
em geral, clinicos, com base na ocorréncia ou ndo de um
evento em especial ou na predisposi¢do ou ndo para deter-
minada doenca e ndo na distribuicdo dos valores obtidos®"
. Exemplificando, 200 mg/dl, considerado limite superior
adequado para colesterol total corresponde ao percentil 50.
Esse procedimento permite a criacdo de um conceito de
risco de ter ou desenvolver determinada doenca, que seria
maior ou menor na dependéncia de quanto o resultado de
um individuo se distancia do limite considerado adequado.
Dessa forma, alguém com colesterol total de 300 mg/d|
teria, potencialmente, maior risco de desenvolver doenca
aterosclerética em relacdo a outro individuo que apresen-
tasse todas as demais condicdes iguais, mas com colesterol
total de 240 mg/dl, por exemplo®".

A maioria dos testes laboratoriais apresenta intervalos de
referéncia para sua avaliacdo, porém para alguns parametros
existem outras formas para diferenciacdo entre o “normal”
e 0 “patolégico”. Entre essas formas, destacam-se a me-
diana, a distribuicdo das médias, maltiplos da média ou da
mediana e percentis da distribuicdo referéncia. Para escolher
a forma mais adequada de apresentacéo do resultado, é
importante realizar uma revisdo de literatura. A dosagem
de alfa-fetoproteinas no soro materno e a definicdo de
intervalos significativos em multiplos da mediana, para
cada idade gestacional, na avaliacdo do risco de defeito
do tubo neural do feto é um bom exemplo de uma forma
bem particular de interpretar os resultados®@®.

Outros testes, principalmente os imunolégicos, micro-
biolégicos e de biologia molecular, podem necessitar que
o resultado seja expresso de forma mais especifica, ou seja,
como positivo ou negativo, presente ou ausente. Entretan-
to, em algumas situagdes, o resultado de um teste dessa
natureza pode ndo ser conclusivo o suficiente. A presenca
de janelas imunoldgicas, interferéncias medicamentosas,
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associacdo de doenca e os diferentes graus de integridade
do sistema imune sao condi¢des nas quais o resultado final
pode ndo representar o real estado de sadde do individuo,
gerando dividas na sua interpretacao.

O cenério atual nos Estados Unidos para os valores de
referéncia foi descrito em um artigo avaliando sete pa-
rametros (potéssio, hemoglobina, plaquetas, TSH, célcio
magnésio e tempo tromboplastina parcial ativado [TTPA])
fornecidos por 163 laboratérios clinicos. Para a populacéo
adulta, aproximadamente 50% dos laboratérios utilizam
seus proprios intervalos de referéncia. Quando avaliada a
populagdo pediétrica, esse percentual se reduz para 25%. As
demais formas de aplicacdo de intervalos de referéncia nos
laboratérios pesquisados incluiram validagao de valores de
bula, utilizagdo de dados disponiveis na literatura, utilizacéo
de valores de outros laboratérios (com e sem validacao) e
recomendacao da equipe do laboratério. Para exemplificar
a complexidade da determinacdo dos intervalos, o mesmo
estudo demonstrou que o intervalo de referéncia para a he-
moglobina, em homens adultos, variou de 11,5 a 14,8 g/dI
em um laboratério para 15 a 18,1 g/dl em outro™.

No Brasil, pouco se sabe como estéo estruturados os
laboratérios clinicos em relacdo a determinagdo dos inter-
valos de referéncia. Dados iniciais sugerem que uma parcela
significativa deles utiliza os intervalos sugeridos nas bulas

dos conjuntos diagnésticos e os encontrados na literatura
internacional. Infelizmente, nem sempre essas duas fontes
sao adequadas para a realidade nacional, dadas as caracte-
risticas da populacéo brasileira, sendo desejavel um esforco
para a aplicacdo de intervalos préprios.

Conclusao

A definicado dos intervalos de referéncia é tarefa desafia-

dora para todos os laboratdrios clinicos. O direcionamento
de como o laboratério procederd (se criara seus proprios
intervalos, validara os dados constantes das bulas reagentes
ou utilizara as informacdes da literatura) é o passo inicial
para essa definicdo. A criacdo de intervalos préprios €, sem
divida, a melhor escolha para a grande maioria dos testes,
uma vez que reflete a condicdo da populacdo para a qual
os testes serdo aplicados no dia-a-dia, sendo, porém, a mais
trabalhosa e onerosa. A validacao dos intervalos fornecidos
pelas bulas reagentes é a opcdo menos custosa, em con-
junto com a avaliacao criteriosa da literatura.

Essa definicao se torna fundamental para que os labo-
ratérios clinicos fornecam informacdes fidedignas e que os
clinicos possam interpretar corretamente os resultados e
optar por condutas adequadas a populagdo assistida.
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