Y

Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2084)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

1 P10612967-6 A2

(22) Data de Depésito: 26/04/2006
(43) Data da Publicacao: 14/12/2010

* BRPIOG® 12967 A2 %

(51) Int.CI.:
GO1N 33/86
Cc12Q 1/56

(54) Titulo: METODO PARA A DETERMINAGAO IN
VITRO DA ATIVIDADE DE TROMBINA EM UMA
AMOSTRA E KIT

(30) Prioridade Unionista: 29/04/2005 EP 05290952.0
(73) Titular(es): Synapse B.V.

(72) Inventor(es): Hendrik Coenraad Hemker, Peter Giesen, Raed
Al- Dieri, Robert Wagenvoord, Sabastiaan Nijhuis, Suzette Beguin

(74) Procurador(es): Carolina Nakata

(86) Pedido Internacional: PCT EP2006004945 de 26/04/2006

(87) Publicacéo Internacional: wo 2006/117246de 09/11/2006

(57) Resumo: METODO PARA A DETERMINAGCAO IN WTRO DA
ATIVIDADE DE TROMBINA EM UMA AMOSTRA E KIT A presente
invencdo refere-se a um método para a determinagéo in vitro da
atividade da trombina em uma amostra, em que a amostra é uma
amostra sanguinea e a geragdo da trombina é medida pelas etapas
de: colocar uma camada de dita amostra em contato com um substrato
fluorogénico da trombina, em que dita camada possui uma espessura
dentro de um intervalo de 0,05 a 5 mm e uma superficie dentro de um
intervalo de 10 a 500 mm2; permitir a geragao de trombina em dita
amostra; medir a fluorescéncia emitida a partir da superficie da
camada, pelo grupo fluorescente liberado a partir do substrato
fluorogénico como um resultado da agdo enzimatica da trombina
gerada em dito substrato fluorogénico.
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“METODO PARA A DETERMINAGAO /N VITRO DA ATIVIDADE DE
TROMBINA EM UMA AMOSTRA E KIT”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencgao refere-se a um método de determinagao, em
especial, da medida do tempo de curso da atividade da trombina in vitro, isto é,
da medida da trombina ativa em uma amostra, em especial, conforme ela se
desenvolve em uma amostra de coagulagdo que consiste em sangue total. O
resultado da medida da atividade da trombina pode ser denominado “curva de
atividade da trombina”, ilustrada na Figura 1.

A presente invengcdo também se refere a meios que permitem a
medida da trombina ativa seguindo esta geragdo em uma amostra in vitro. Ela
também é direcionada ao uso de dito método de medida para a detecgéo ou a
monitoramento da condigdo de um paciente, incluindo para a detecgdao ou o
monitoramento de uma condigdo patolégica relacionada a deficiéncia na
coagulagao sanguinea.

A presente invencado também se refere ao uso do método de medida
para a selecdo de substancias, incluindo a selecao de drogas que poderiam
interagir no processo de coagulagéo, em especial, com a atividade da trombina.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

As doengas trombéticas, tais como o infarto coronario, derrame,
embolismo pulmonar e diversos outros sdo responsaveis por cerca de metade
de todas as mortes e deficiéncias na sociedade ocidental. Nos paises em
desenvolvimento, elas aumentam com o grau de desenvolvimento. As doengas
hemorragicas, embora numericamente menos importantes, também sao uma
causa significativa das mortes. Desta forma, a sobre- e a subfungéo do sistema
homeostatico € um mecanismo patogenético extremamente importante.
Portanto, ele é mais surpreendente do que um bom teste de fungao clinica e

nao esta disponivel.
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PAPEL DA TROMBINA NAS DOENCAS HOMEOSTATICAS E TROMBOTICAS

Na homeostase e na trombose, a trombina desempenha um papel
essencial. Na doenca trombotica venosa, isto tém sido reconhecido (1) ha muito
tempo e é, de maneira convincente, demonstrado pelo fato da prevencéo e do
tratamento da trombose venosa ser melhor ocasionada pela diminuigao da
atividade da trombose, pela inibicao direta (hirudina, melagastran) ou pela menor
sintese (antagonistas da vitamina K) ou pelo decaimento aumentado (heparinas).
No Gltimo decénio, tornou-se muito claro que a trombina é tao importante na
doenca arterial quanto na doenga venosa. Os testes clinicos mostraram que os
antagonistas da vitamina K (2) bem como da heparina (3) diminuem a taxa de
nova ocorréncia do enfarto do miocardio. Uma papel da trombina na hemorragia -
é sugerido pelo tempo de hemorragia prolongado observado quando a geragao
de trombina & tao profundamente afetada quanto nas superdosagens graves de
anticoagulantes orais (4) ou de heparina (5). Da mesma maneira, as hemofilias
sao doencas do sistema formador de trombina (6).

Tobos 0s ELEMENTOS DO SANGUE PARTICIPAM NA FORMACAO DA TROMBINA

Pesquisas modernas levaram ao reconhecimento de que a
trombina é formada através da cooperagéo dos elementos formados do sangue
e do plasma. As células sangliineas vermelhas (RBCs) sdo as menos ativas
neste aspecto, embora em uma pequena porcentagem delas, a membrana
externa exiba atividade procoagulante (7). Muito mais importante € que as
células sangliineas brancas carregam o fator de atividade do tecido. Esta
atividade & normalmente codificada, mas na lesao, ela se manifesta através de
interagdes com as plaquetas sangiiineas (8, 9). Os principais participantes sao
indubitavelmente as plaquetas e o sistema de coagulagéo plasmatico. Nos
compéndios, ainda & encontrado que as plaquetas sado responsaveis pela
homeostase primaria e a trombose arterial, enquanto que a coagulagéo do

plasma serve para a consolidagao da obstrugdo homeostatica e € o mecanismo
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atras da trombose venosa. Este enfoque é devido ao fato de que o plasma e as
plaquetas foram estudados separadamente de cada um. Na realidade, a
cooperagao entre as plaquetas e o plasma e as outras células do sangue &
essencial em ambas a homeostase primaria e secundaria e na trombose
arterial e venosa. A formagao da obstrugdo das plaquetas desempenha um
papel na geragdo da trombina porque os intersticios em um agregado de
plaquetas forma um nicho nao agitado em que a trombina pode se formar sem
ser arrastada pelo fluxo sanguineo. Isto € o porqué a medida da geragdo de
trombina no sangue total de coagulagdo esta tdao proximo a realidade
fisioldgica.

Aparte da formagédo de uma “esponja” em que a trombina pode se
formar, as plaquetas também contribuem ativamente para a geragéo da
trombina. Elas liberam o fator V e apresentam a superficie de fosfolipidio pro-
coagulante requerida para a conversao de pré-trombina, vem como para as
diferentes etapas no mecanismo de coagulagdo que levam a formagédo de
protrombinase (10). A velocidade de geragdo da trombina e a quantidade
formada desta maneira, depende da atividade da plaqueta, bem como das
proteinas do plasma envolvidas. Particularmente interessante é o papel da
fibrina de polimerizagao. O fator de Von Willebrand (vWf) interage com a fibrina
de polimerizagao e sofre uma mudanga conformacional que o torna reativo
para o receptor de plaqueta GPIb e através deste ligante, coopera com a
plaqueta, se tornando um pré-coagulante (11, 12). Isto mostra que a formagéao
de um coégulo‘de fibrina ndo é o encerramento da homeostase e que a
formagao da trombina em uma obstrugdo (ou trombo, ou coagulo) &€ o evento
chave no processo. De fato, como sera visto abaixo, menos de 95% de toda a
trombina formada é formada apo6s a coagulagao ter ocorrido e esta trombina é
essencial na homeostase e no processo de trombose (H&T). Talvez, a melhor

prova das fortes ligagbes entre as plaquetas e o sistema de coagulagao
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plasmatico é o fato de que todos os “inibidores da agregac¢ao” e outros agentes
anti-plaquetas também inibem a geragdo da trombina em plasma rico em
plaqueta (ou sangue total). Isto foi mostrado para a aspirina (13), abciximab
(14), MK383 (15) e o clopidogrel (16). Inversamente, o fato de que a exceléncia
do par de drogas anti-paquetas, aspirina, previne a trombose venosa (17) e
ilustra adicionalmente a conexdo proxima entre a fungdo da plaqueta e a
coagulagéo sangiinea.

Desta maneira, em resumo, a quantidade de trombina formada
em um coagulo é uma caracteristica essencial no processo de homeostase e
trombose e todos os elementos do sangue fazem parte de sua formagéo.

Um maior TG indica invariavelmente o risco trombético, se ele €

devido a deficiéncia da antitrombina ou um excesso de protombina. Da mesma

. maneira, as doengas na via da proteina C (deficiéncia de proteina S e C, fator

Vieigen) da geragdo da trombina é maior do que o normal. Isto controla a
coagulagao do plasma como tal, mas se torna especialmente dbvio se a via da
proteina C for ativada pela trombomodulina (Figura 1). A tendéncia trombética
induzida pelos contraceptivos orais pode ser atribuida a uma resisténcia
adquirida a proteina C ativada que causa um aumento de 10% da geragao de
trombina que se tona mais 6bvia quando é adicionado o TM ou o APC (18, 19).

Um caso particularmente interessante € o lupus anticoagulante.
Este tipo de anticorpo induz um aumento do tempo de laténcia (/lag) da
formagao da trombina e, portanto, um aumento do tempo de coagulagdo, mas
também uma importante resisténcia a atividade do sistema da proteina C (20).
Isto explica o “paradoxo LE”, isto &, um efeito anticoagulante que €
acompanhado por uma tendéncia trombadtica.

Foi descoberto que as quantidades em excesso dos fatores |i, VII|
e VIl se correlacionam com a ocorréncia do infarto do miocardio (21-24). Da

mesma maneira, os niveis maiores do que o normal de VWf que aumentam a
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geracao de trombina (12) € um fator de risco para -a trombose arterial (25, 26).
"Em uma sub populacdo de pacientes jovens com derrame (cerca
de 30%), ambos a geragao de trombina na Plaqueta Rica em Plasma (PRP) e o
VWF foram demonstrados como sendo significativamente maiores do que o
normal (27). Em todas as deficiéncias do fator de coagulagdo congénitas, a
geracgéo de trombina € diminuida. Isto foi demonstrado para as hemofilias A, B

e C (deficiéncia do fator VI, IX ou XI; 28-31) bem como para todas as

- deficiéncias raras (protrombina, fatores V, VII, X, Xil; 32). Uma tendéncia a

hemorragia é observada logo que o TG esta abaixo de 20% do normal. Na
hemofilia A, ndo apenas a infusdo do fator Vill ou a administragdo do DDAVP
aumenta a capacidade do sangue de formar a trombina, mas também a terapia
de superacéo do inibidor com produtos que contém protrombina e/ou o fator Vil
aumenta a geracao de trombina.

A trombopenia severa (menor de 50.000 ul-1) causa uma

.diminuicdo da geracdo de trombina bem como as trombopatias Glanzman e

Bernard-Soulier. Na doenga de von Willebrand, — até o momento conhecida por
induzir uma disfungao na ades3o da plagueta em altos niveis de cisalhamento
— a geracdo da trombina no plasma rico em plaqueta é significativamente
prejudicado (vide acima). O defeito no PRP é muito maior do que na Plaqueta
Pobre em Plasma (PPP), o que indica que ele ndo pode ser explicado pela
diminuigdo concomitante — geralmente suave — do fator VIIi.

O TROMBOGRAMA

As seguintes caracteristicas devem ser levadas em consideragao
com relagdo ao mecanismo da geragao da trombina quando localizado o
problema a ser resolvido de acordo com a presente invengéo.

Mesmo um esquema simplificado do mecanismo da formagéo da
trombina (Figura 1) mostra que ela é extremamente complexa e repleta de

reagbes de feedback positivo e negativo. Realmente, tdo complexo de modo a
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se tornar um sistema nédo linear, isto €, ndo ha relagbes simples entre a
concentragao dos reagentes, e as conseqgiiéncias e o fendbmeno do limiar
podem fazer com que o sistema reaja essencialmente de forma néo prevista. A
reagdo do todo para uma dada ativagdo pode, portanto, ndo ser deduzida a
partir dos conhecimentos das concentragbes individuais dos reagentes
relevantes (que podem até nao ser conhecidos) e apenas um teste que mede a
funcdo do sistema completo conforme contido no sangue de um paciente
revela o estado homeostatico/ trombético daquele paciente.

O resultado de todo o processo_da geragdo de trombina € o
aparecimento e o desaparecimento de uma atividade de trombina transiente. A
curva de atividade da trombina contra o tempo ou Thrombogram™ (TG) é
caracterizada p or uma fase de iniciagcdo, ou fase lag, durante a qual apenas
minusculas quantidades de trombina sao formadas; segue entdo um surto de
atividade, conhecido fase de propagacao (Figura 1). O sangue forma um coagulo no
primeiro instante do surto e quase toda a trombina é formada apés o coagulo ter
sido formado. Toda a trombina formada é subsequentemente inativada pela anti-
trombose do sangue. Estas proteinas se ligam estequiometricamente a trombina em
uma reacao lenta. A velocidade de inativagdo é proporcional a concentragéo da
trombina e da antitrombina. Contanto que a taxa de conversdo da protrombina seja
maior do que a taxa de inativagdo da trombina, o nivel de trombina aumenta.
Conforme o nivel de trombina aumenta, a taxa de inativagdo também aumenta. No
pico, ambas as velocidades sao iguais, a partir de entao predomina o decaimento. A
curva obtida da atividade de trombina mostra as diversas fases e, em especial,
mostra o pico da geragao de trombina, o tempo para atingir o pico e o potencial de
trombina enddgena (ETP).

ESTADO DA TECNICA

A necessidade de medida da fungao da homeostase e do sistema

de trombose nao escapou a atengédo da profissao médica ao longo do ultimo
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século. As solugdes para este problema ndao mudou essencialmente até a
década de 1990, oferecendo meios que eram praticos mas inadequados ou
adequados mas néo praticos.

As solugdes praticas se referem a medida do tempo de coagulagéo
e o tempo de hemorragia. O tempo de hemorragia mede o comprimento da fase
de iniciagdo da geracao de trombina e, portanto, reflete apenas parte da fungao
(33, vide também acima). O unico fato que muitas variedades do teste estdo em
uso no laboratério clinico, cada um util apenas em uma situagao especifica,
apenas mostra que um tempo de coagulagdo nao reflete o mecanismo de
coagulagao como um todo. Para o tempo de hemorragia, pode ser dito que ele é
extremamente impreciso, possuindo um coeficiente de variagdo de cerca de
40%, que limita fortemente seu uso pratico (34).

Desde a década de 1950, foi reconhecido que a medida do tempo

~ de curso da trombina no sangue de coagulacdo é a melhor para estimar a

funcdo H&T (35-37). Até 1992, o unico modo de medir o TG foi ao tirar as
amostras do sangue de coagulagdo ou do plasma e determinar o teor de
trombina no mesmo. Isto leva uma hora homem por curva e, portanto, pode ser
apropriado para os propositos de pesquisa, mas nao para o uso epidemiol6gico
ou clinico moderno.

Em 1990, Hemker e Béguin et al. (EP-B1 0.420.332) langaram a
idéia de adicionar ao sangue de coagulagdo um substrato cromogénico
(produgao de cor) que possui alta especificidade pela trombina, mas uma baixa
taxa de movimentacao (K.at baixo) e pouca afinidade de ligagao pela tromkina
(alto Km). Tal substrato permanece presente durante todo o processo de TG e
a soma (isto &, o nimero inteiro) da atividade de trombina sobre o tempo pode
ser medida a partir da quantidade total de produto formado. Idealmente, isto
mede o Potencial de Trombina Endégena (ETP), isto &, a Area Sob a geragéo

de trombina (AUC).
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Posteriormente, Hemker et al., desenvolveu ainda este método
para obter o todo da curva de TG (38). Isto foi baseado na principio de que, se
as constantes cinéticas dos substratos forem favoraveis, a velocidade da reagéo
pode, em uma boa aproximagao, permanecer proporcional a concentragao de
trombina durante o todo do processo de coagulagao, tal que o primeiro derivado
da concentragéo do produto fornece um curva que € proporcional a atividade da
trombina. Este método, descrito no documento WO 03/093831A1, era uma
extenséo e elaboragao do procedimento descrito previamente no documento EP-
B2 0.420.332, onde apenas o nivel final do produto é medido, de cuja maneira a
area sob a curva do TG, isto €, o ETP é obtido.

O substrato utilizado neste método gera um produto amarelo, a
monitoragao do qual requer a medida da densidade o6ptica e, portanto, um meio
de reagdo opticamente transparente. A turbidez causada pela coagulagado do
fibrinogénio deve, portanto, ser evitada e o fibrinogénio deve ser removido ou
sua polimerizagao deve ser evitada pela adigdo de inibidores da polimerizagao.
Entretanto, a remocao do fibrinogénio possui a desvantagem de remover um
importante reagente e nao pode ser realizado sem a remogao dos elementos
celulares, tal como as importantes plaquetas sanguineas. Além disso, a adigédo
dos inibidores da polimerizagdo, nas altas concentragdes requeridas para
prevenir completamente a formagao de fibrina, inibe a enzima de conversao de
protrombina e as reagées bioquimicas que levam a sua formagéo.

Em contraste com a densidade optica, a fluorescéncia pode ser
medida em meios turbidos. Ao contrario dos substratos cromogénicos, os
substratos que geram um produto fluorescente (substratos fluorogénicos)
podem, portanto, ser utilizados no plasma que ndo é defibrinado e, portanto,
também em Plasma Rico em Plaqueta (PRP) (33, 39-43). O uso de um
substrato fluorogénico introduz duas importantes desvantagens, entretanto: (1)

a intensidade de fluorescéncia nao é proporcional a concentragdo do fluoréforo
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por causa do denominado efeito do filtro interno; (2) com os substratos
disponiveis, a taxa de formacdo do produto ndo é necessariamente
proporcional a concentragdo de enzima. A dltima desvantagem pode ser
superada ao utilizar os substratos que nao sao significativamente consumidos,
como no método cromogénico. Tais substratos nado estdo disponiveis no
momento. Na pratica atual deste momento, ambos os problemas sé&o
solucionados juntos pela comparagao continua do sinal experimental a aquele
de uma atividade do tipo trombina constante agindo sob condi¢gbes exatamente
idénticas que aquelas na amostra medida (documento WO 03/093831 A1).

O método cromogénico obviamente ndo pode ser utilizado com o
sangue total porque o sangue ndo é transparente. Foi relatado que os
substratos fluorogénicos sao aplicaveis para medir TG no sangue total (44). Na
pratica atual, este método publicado, gera sinais instaveis mais freqlientes que
nunca e nao se assemelha ao curso da geragdo de trombina como ele &
conhecido a partir do método de subamostragem estabelecido (Figura 2). Do
mesmo modo, a relagdo quantitativa entre o sinal obtido e a quantidade de
trombina presente varia de experimento para experimento. Em resumo, o
método descrito nao gera resultados reprodutiveis e quantificaveis.

Outra possibilidade é a forte diluigdo do sangue (10 vezes ou
mais), tal que as células sangilineas vermelhas RBC possuem menos
influéncia (45). Isto gera curvas que sao, de fato, melhores do que aquelas que
sdo obtidas do sangue minimamente diluido. Esta abordagem né&o pode,
entretanto, ser considerada como representante da situacgao fisioldgica por
duas razdes. E m primeiro lugar, apos a formagdo de um coagulo (isto €,
durante a fase mais importante da geragdo da trombina), as reagbes de
formagdao de trombina sao de difusdo limitada porque elas ocorrem em
interfaces insolUveis (superficie de plaquetas e outras células imobilizadas na

rede de fibrina). Isto as torna mais sensiveis a diluigao do que as reagdes em
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solugao livre, tal como as reagbes de inativagdo de trombina. No sangue
diluido, o equilibrio entre a formagao de trombina e as reagdes de inativagao de
trombina, portanto, nio é representativo para a situagao existente in vivo. Isto &
ainda mais importante no caso em que os inibidores patolégicos estéo contidos
no sangue (por exemplo, na hemofilia de terapia refrativa ou no inibidor de
lapus eritematosos). E bem conhecido na pratica clinica que os inibidores da
coagulagao perdem ser efeito na diluigao in vitro.

Portanto, o problema permanece em como obter um sinal a partir do
qual a concentragao de proteina mutavel pode ser determinada em uma amostra
de sangue de coagulagdo que € menos do que dez vezes diluido. A presente
invencéo pretende fornecer uma solugao para este problema que supera pelo
menos algumas das desvantagens encaradas no estado da técnica anterior.

DESCRICAO DA INVENGCAO

Foi revelado pelos inventores que os resultados irreprodutiveis e
erraticos obtidos antes da presente invengao foram pelo menos devido a duas
causas; (a) sedimentagdo antes dos coagulos de sangue e (b) retracao do
coagulo ap6s a coagulagao ter ocorrido (vide Figura 4). Segue depois disto que
o volume do qual a fluorescéncia é obtida muda durante a reagéo e que a
forma geométrica da superficie muda, causando a concentragao erratica e a
reflexdao da luz que perturba o sinal recuperado. Inesperadamente, foi
descoberto pelos Depositantes que estes fenémenos ndo ocorrem quando se
trabalha com uma camada fina de sangue e, em especial com uma camada
fina que possui uma rede e/ou microgranulos. A forma geométrica de uma
camada fina, junta ou ndao com dita rede e/ou granulos, previne de fato a
sedimentagdo e a retragdo. Entretanto, o volume da reagdo permanece
desconhecido, portanto ele deve ser determinado durante a medida. Isto € feito
pela adigao, no inicio da experiéncia, de uma concentragdo conhecida de uma

molécula fluorescente. O sinal é pequeno e, portanto, a razéo do sinal para o
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ruido é vantajosamente aumentada pela medida sobre uma ampla area de
superficie com qualquer dispositivo apropriado conhecido no estado da técnica.
Além disso, uma grande razdo do volume para a superficie tende a
evaporacao, e vantajosamente devem ser tomadas medidas apropriadas para
prevenir a mesma.

De acordo com a presente invengdo, um método é descrito que €
um método para a determinagéo in vitro do curso de atividade da trombina pelo
tempo em uma amostra, em que a amostra € uma amostra de sangue e a
geragao da trombina & medida pelas etapas de:

- colocar uma camada de dita amostra em contato com um
substrato fluorogénico da trombina em que dita camada possui uma espessura
dentro de um intervalo de 0,05 a 5 mm e uma superficie dentro de um intervalo
de 10 a 500 mm?;

- permitir a geragao de trombina em dita amostra,

- medir a fluorescéncia emitida a partir da superficie da camada,
pelo grupo fluorescente liberado a partir do substrato fluorogénico como um
resultado da acdo enzimatica da trombina gerada em dito substrato
fluorogénico.

O método de determinagdo da atividade de trombina permite a
medida do tempo de curso da concentragado de trombina conforme ela resulta
de sua formagdo e subseqiente inativagdo, de acordo com o esquema de
coagulagao.

O método da presente invengdo pode ser realizado em amostra
sanguinea, tal como amostras de sangue total ou amostras de Plasma Rico em
Plaqueta (PRP).

A trombina é deixada para ser gerada na amostra geralmente
apos o contato de dita amostra com componentes apropriados para o inicio de

geracdo de trombina. Tais componentes podem compreender fatores de
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coagulagao, tais como o fator do tecido e, possivelmente, ions calcio.

Enquanto a trombina é gerada e esta presente na mistura da
reacéo (trombina ativa), ela reage com seu substrato fluorogénico, resultando
na liberagao do grupo fluorescente do substrato.

A reacio é planejada de tal modo que o substrato fluorogénico
esta presente durante toda a duragdo da reagdo, em quantidades altas o
suficiente para permitir a medida da atividade de trombina. Por exemplo, a
concentragdo do substrato € de cerca de ou acima do Km do substrato para
trombina, tal que o consumo do substrato nao possui muita influencia na
velocidade da reacdo. O substrato é convertido pela trombina, levando a um
aumento da fluorescéncia emitida a partir da superficie da amostra analisada.

O método definido na presente invengédo permite que a geragao
da trombina ocorra em uma amostra de sangue, em especial, em uma amostra
de sangue total, de tal modo que é essencialmente comparavel a geragao de
trombina que ocorre no corpo. Portanto, ela fornece um método confiavel de
medida para aplicagao nos estudos de homeostase e trombéticos.

‘A etapa de medida do aumento da fluorescéncia emitida a partir
da superficie da camada da amostra analisada, como resultado da liberagdo do
grupo fluorescente a partir do substrato através da agédo da trombina, é
realizada especialmente utilizando um dispositivo ético que permite tanto a
iluminagao de amplas superficies, tais como as superficies que possuem de 10
a 500 mm? e que permitem coletar a luz emitida a partir da superficie. O
comprimento de onda selecionada para a medida da fluorescéncia €
determinado pelo grupo fluorescente selecionado. Um comprimento de onda e
determinado para a excitagao da luz que é fornecida a amostra para proceder
com a medida. Outro comprimento de luz é determinado para a luz emitida
resultando na liberagdo do grupo fluorescente do substrato fluorogénico da

trombina. Um dispositivo éptico, tal como um leitor de prato fluorescente
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conhecido pelos técnicos no assunto (por exemplo, o leitor de prato
fluorescente Ascent, Thermolabsystems) & apropriado para a medida da
fluorescéncia. |

De acordo com uma realizagado da presente invencgéo, a amostra
a ser analisada, em especial a amostra de sangue total, &€ preenchida em um
ou mais recipientes permitindo vantajosamente a realizagdo da analise de
diversas amostras ao mesmo tempo. Tais recipientes s@o projetados para
permitir que a amostra preencha, de acordo com as condi¢cdes definidas de
espessura e superficie da camada de amostra a ser analisada. Por exemplo,
micropratos de fundo chato contendo cavidades ou um recipiente ou suporte
que possui outra forma geométrica apropriada, conhecida pelo técnico no
assunto de tal analise podem ser utilizados.

Outros dispositivos podem ser utilizados como suporte para as
amostras se eles preencherem os requisitos de permitir que ditas amostras
sejam fornecidas para a analise como uma camada de acordo com as
definicdes da presente invengao. Portanto, a descrigdo do método e dos meios
para realizar a presente invengao, que € feita com referéncia as cavidades (dos
micropratos) contendo as amostras pode ser aplicada a outros dispositivos
(recipiente ou suporte) contendo as amostras.

De acordo com o método da presente invengéo, a concentragao
de trombina durante a analise € uma fungao da medida da fluorescéncia do
grupo fluorescente liberado do substrato de trombina fluorogénico. Ele &
especialmente proporcional a taxa de aumento do aparecimento da
fluorescéncia.

Consequentemente, o método da presente invengdo permite a
medida da concentracdo de trombina durante todo o tempo da atividade da
trombina da amostra, contanto que o substrato fluorogénico esteja presente em

quantidades apropriadas.
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Portanto, o curso da atividade de trombina, antes e apés a coagulagao
de sangue, até o pico da trombina e também durante a diminui¢gdo da concentracao
de trombina apés o pico de trombina que foi obtida como um resultado da inativagao
da trombina, & representada pela medida da curva de concentragéo de trombina
dependente do tempo. Durante diversas etapas da atividade da trombina, o substrato
fluorogénico reage com a trombina que esta presente e é especialmente hidrolisado,
resultando na liberagao do grupo fluorescente.

Uma vantagem particular da presente invengdo &€ que o metodo
permite a medida da geragéo de trombina em uma amostra, em especial em uma
amostra de sangue total que nao é diluido ou que € minimamente diluido, dentro de
um intervalo de no maximo 10 vezes, em especial, menor ou igual que 4 vezes.

Em uma realizacdo particular do método descrito, a espessura da
camada da amostra a ser analisada, em especial do sangue total € de 1 a 3
mm, de preferéncia, de cerca de 2 mm ou menos.

Em uma realizagao particular do método, a superficie da amostra,
especiaimente da amostra de sangue total, quando é preenchida nas
cavidades dos micropratos ou qualquer recipiente ou suporte apropriado €
maior que 20 mm?, por exemplo, de 30 mm? a 200 mm?, de preferéncia, maior
do que 100 mm?, em particular dentro de um intervalo de 150 a 200 mm?>.

Como um exemplo a amostra é preenchida em cavidades de
micropratos, cada cavidade possuindo um didmetro de 15 mm e a espessura
da amostra de sangue é inferior a 2 mm, permitindo a medida em uma
superficie de cerca de 175 mm?Z.

A medida da atividade de trombina é realizada de uma maneira que
permita maltiplos pontos de leitura da fluorescéncia na superficie de cada amostra.

De acordo com uma realizagao da presente invengao, o método é

realizado com uma amostra, em especial uma amostra de sangue total que é

- preenchida nas cavidades de um prato ou outro recipiente ou suporte, em que
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ditas cavidades também contém uma rede, especialmente com um tamanho de
malha de 50 pm.

Alternativamente ou em adigao a tal rede em uma realizagéo da
presente invengdo, a amostra, em especial a amostra de sangue total, é
preenchida dentro de uma cavidade ou um prato ou outro recipiente ou suporte
que contém microgrénulos.

A presencga de dita rede e/ou microgranulos é vantajosa para
auxiliar na dispersao do sangue na cavidade e, especialmente, para prevenir a
retragao do coagulo no sangue de coagulagdo. Em outras palavras, a presenga
da rede ou dos microgranulos pode prevenir os distarbios da superficie do
sangue de coagulacdo que perturbam o sinal que € medido durante a atividade
da trombina. Tal rede e/ou microgranulos pode melhorar a atenuagéo dos
efeitos da retragdo que sao obtidos utilizando uma ampla superficie para a
medida. Outros meios que permitem tal efeito também podem ser utilizados.

Em uma realizagao particular da presente invencao, as cavidades
contendo a amostra, em especial as amostras de sangue total sado cobertas
para evitar a secagem do sangue durante o tempo de medida da atividade da
trombina, como um resultado da evaporagao. Tal cobertura pode ser realizada
com materiais usuais, tais como tipos de filme plastico fino, contanto que eles
nao interfiram na medida da fluorescéncia.

A medida da atividade de trombina na amostra sangliinea é
realizada a partir do tempo onde a amostra & preenchida dentro de cavidades
(ou qualquer outro dispositivo apropriado tal como uma fenda) e os
componentes requeridos para iniciar a geragao de trombina séo fornecidos a
dita amostra, incluindo o fator do tecido, até o tempo onde a trombina foi
consumida no processo de coagulacao.

Em uma realizagao particular do método da presente invengéo, a

quantidade de substrato fluorogénico de trombina adicionado & amostra esta
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dentro de um intervalo de 50 a 1.000 uM. De acordo com o método descrito, a
fim de ser capaz de conhecer a concentragdo de trombina ativa em termos
absolutos (isto &€, em nM/L), &€ necessario conhecer o volume da amostra de
sangue dentro da qual a medida da fluorescéncia € realizada. Para esta
finalidade, uma concentracdo conhecida de um fluoréforo pode ser adicionada
ao substrato fluorogénico da trombina, em que as proporgées respectivas do
substrato de trombina para o fluoroéforo estdo no intervalo de 1% a 10% da
quantidade de molécula fluorescente ligada ao substrato de trombina, em
especial, no intervalo de 1% a 5%.

Em uma realizacao particular da presente invengao, o fluoroforo €
da mesma natureza que a molécula fluorescente que é liberada pela agao da
trombina sob o substrato fluorogénico.

Em outra realizagdo, este fluoréforo € uma espécie diferente do
que a molécula fluorescente do substrato fluorogénico. Neste caso, a medida
da fluorescéncia leva em consideracdo a presenga desta nova espécie de
fluoréforo; isto inclui especialmente a medida da fluorescéncia do fluoréforo.

A adicdo de uma concentragdo conhecida de tal fluoroforo
fornece um padrao interno na amostra a ser analisada e permite a avaliagao do
volume de amostra em que a fluorescéncia é realmente medida.

A fim de realizar o método de determinagdo da geragdo da
trombina em uma amostra, em especial em uma amostra de sangue total, um
substrato sintético para a trombina que consiste em um acoplamento quimico
organico com a molécula fluorescente é vantajosamente utilizado.

O substrato fluorogénico sintético pode ser um oligopeptideo que
possui a seqiiéncia de 2 a 30 residuos de aminoacidos acoplados com uma
molécula fluorescente.

Pode ser especialmente util que o grupo fluorogénico esteja

ligado ao um terminal de residuo de lisina ou arginina no substrato por causa
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das divisoes da trombina, de preferéncia, grupos ligados a estes residuos de
aminoacidos.

De acordo com uma realizagao particular, a molécula fluorescente
utilizada é a AMC (7-amino-4 metilcumarina) ou o p-nitroanilida. Os substratos
sintéticos foram descritos por Rijkers, D. T., H. C. Hemker, et al., (1996), Int J
Pept Protein Res 48 (2): 182-93; Rijkers, D. T., S. J. Wielders, et al., (1995),
Thromb Res 79 (5-6): 491-9; Wielders, S. M. Mukherjee, et al., (1997), Thromb
Haemost 77(4): 629-36.

Um substrato de trombina fluorogénica sintética particular
apropriada para realizar a presente invengcao €& a Z-Gly-Gly-Arg-AMC
(disponivel pela BACHEM).

Em uma realizagao particular da presente invengao, as cavidades
(ou qualquer outro dispositivo apropriado) contendo a amostra pode ainda
compreender um gel, possivelmente um gel contendo ions célcio, dito gel
sendo preparado tal que ele nao permite a diluicdo do sangue total da amostra.
O gel, tal como o Sefadex ou os géis de agarose podem ser utilizados na
medida em que eles nao sao secos, de tal modo que eles permitiriam que o
liguido do plasma penetre no gel.

Quando um gel é utilizado, ele pode ser preenchido nas
cavidades antes ou junto com a amostra de sangue total.

Os compostos que podem ser adicionados a amostra, a fim de
permitir a geragao da trombina, compreendem o fator do tecido e os ions
calcio, cujos compostos sao adicionados em quantidades que permitem que a
coagulagao inicie.

Tais quantidades podem estar dentro do intervalo de 0,05
picomol/L a 15 nanomol/L para o fator do tecido, e cerca de 10 mM de ions
Ca™ quando é utilizado sangue citrado. A presente invengdo também cobre

explicitamente o caso em que o sangue nativo, nao anticoagulado € utilizado,
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em cujo caso nao precisa ser adicionado nenhum Ca'. Alternativamente, em
certas aplicagdes € mais vantajoso economicamente, nao adicionar o fator do
tecido a fim de investigar a capacidade de coagulagao espontanea do sangue.
O fator do tecido, quando necessario, & adicionado pouco antes de iniciar a
medida.

Os ions calcio e/ou o substrato fluorogénico pode ser adicionado
tanto diretamente com a amostra de sangue, em especial quando o substrato
de fluorogénico e o calcio sao utilizados em uma solugdo. O fator do tecido
também pode ser adicionado alternativamente & amostra de sangue.

Quando a amostra e os diversos compostos sdo preenchidos nas
cavidades, a medida é imediatamente realizada.

Em uma realizagao particular do método da presente invengao, o
sangue total que é analisado € o sangue citrado.

O método de medida da atividade de trombina na amostra de
sangue total pode ser vantajosamente utilizado para a deteccao ou
monitoramento de uma doenga homeostatica ou uma doenga trombdtica ou
para a deteccdo ou monitoramento da possibilidade que tal doenga aparenta
em um paciente.

O método também permite a detecgdo ou o monitoramento da
interacdo de determinada(s) substancia(s) na atividade de trombina em uma
amostra de sangue total, em que dita(s) substancia(s) determinada(s) &(s&o)
adicionadas a amostra a ser analisada ou é (s@o) adicionadas durante a
geragao da trombina.

As substancias a serem testadas, de acordo com o método séo,
por exemplo, substancias farmacéuticas ou outros compostos que possuem um
efeito de coagulagdo no sangue, tal como os fatores de coagulagao ou drogas
ou fatores anticoagulantes ou drogas. Os inibidores de trombina podem, em

especial, ser testados de acordo com o método da presente invengao.
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Em outro aspecto, o método da presente invengdo pode ser
utilizado para selecionar substancias a fim de determinar sua capacidade de
interagcdo com a atividade da trombina.

De acordo com a presente invengao, o método que foi descrito
acima e que sera ilustrado nos exemplos, pode ser utilizado especialmente
para a medida do Potencial de Trombina Endégena (ETP) da amostra de
sangue total.

Ele também pode ser utilizado para a medida do tempo do pico
para a trombina ou para a medida do tempo de coagulagao.

Ele também é util para a medida do nivel do pico de trombina
gerada durante o teste.

O método da presente invengao permite, de fato, a medida da
denominada curva da trombina que é o primeiro derivado da medida da
fluorescéncia que resulta da reagdo entre a trombina e o substrato
fluorogénico.

Em um método particular da presente invengédo, uma etapa de
calibragdo é realizada tal como a calibragdo descrita no documento WO
03/093831.

O método da presente invengao foi descrito em relagao a amostra
bioldgica que é a amostra de sangue total. Isso também poderia ser utilizado
para avaliar uma amostra que seria o Plasma Rico em Plaqueta (PRP) ou
mesmo o Plasma Pobre em Plaqueta (PPP).

A presente invengdo também se refere a um kit para a realizagao
do método descrito acima e nos exemplos que seguem, em que dito ki
compreende:

- um substrato fluorogénico para a trombina,

- o fator do tecido e os ions calcio para permitir a geragdo da

trombina,
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- opcionalmente, uma rede ou microgranulos que previnem a
retragao do coagulo sanguineo e auxiliam na dispersao do sangue total,

- opcionalmente um gel, possivelmente compreendendo ions
calcio.

Opcionalmente, o kit também compreende as instrugbes para o
uso a fim de fornecer as diretrizes especificas para realizar o método da
presente invencao. Outras caracteristicas da presente invengdo e suas
vantagens serao descritas nos exemplos e nas figuras que seguem.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1: Um Trombograma obtido a partir de um experimento de
subamostragem. As caracteristicas principais sdo: tempo lag (= tempo de
coagulagao), altura do pico e area sob a curva (= Potencial de Trombina
Endégena, ETP).

Figura 2: Uma amostra das curvas de geragdo da trombina obtida
no plasma pobre em plaquetas pela frombinografia automatizada calibrada.

AVK: tratamento de anti-vitamina K; TM: Trombomodulina.

Figura 3: Um esquema simplificado da formagéao da trombina: sao
apresentados feedbacks positivo e negativo.

Figura 4: representagdo esquematica dos efeitos da
sedimentacio e da retragao do coagulo no sinal fluorescente a partir do sangue
total de coagulo.

Legenda: larvas ovais: células sangiiineas vermelhas

Circulos estrelados: moléculas fluorescentes que séao excitadas

Quadrados: moléculas fluorescentes que nao séo excitadas

Linha horizontal superior (c. g. curvado): fluido da superficie

Linha horizontal inferior: fundo transparente da cavidade de
medida

Estagio A: fluido sanguineo logo apés o preenchimento da
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cavidade (Figura 1, t= 0)

Estagio B: fluido sangiiineo pouco antes da coagulagao (Figura 1,
t=B)

Estagio C: sangue logo ap6s a coagulagdo (Figura 1, t = C)

Estagio D: sangue apds o inicio da retragao (Figura 1, t = D)

Figura 5: ocular de Huygens e condensador

Figura 6: camada fina (3 mm) de sangue em cavidades de prato
de microtitulagdo normal. Sete experimentos idénticos.

Figura 7: camada fina de sangue em uma ampla superficie de
cavidades de prato de microtitulagéao.

32 pontos de leitura por cavidade de experimentos idénticos.

Figura 8: camada fina de sangue em uma ampla superficie de
cavidades de prato de microtitulagdo com maiha e cobertura. Um ponto de
leitura através do dispositivo de coleta da luz (ocular de Huygens) (1) curva
experimental, (2) apés a corregao para a a2M-trombina.

Figura 9: unidades arbitrarias para a trombina.

Figura 10A: Projeto do cartucho da amostra que mostra um
possivel formato de um cartucho de medida de dois compartimentos. Uma
peca fina (de preferéncia, rigida, por exemplo, vidro) de material (referido como
“lamina”) possiveimente revestido com um revestimento com um revestimento
biocompativel, é dividida em compartimentos com um espagador apropriado.
Este espagador também pode agir como um eletrodo para detectar a inje¢éo da
amostra por resisténcia da gota e/ou aumento da corrente elétrica. Cada
compartimento pode ser revestido com substancias do tipo calibrador e/ou
substrato (ou qualquer outra substancia necessaria como os inibidores e o fator
do tecido). Uma segunda lamina é ligada em cima de outra lamina. O espago
entre as duas laminas é de 5 a 1.000 pm, de preferéncia, de 50 ym.

O cartucho pode ser revestido em um ou mais laminas por um
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revestimento espelho dicréico apropriado permitindo a amplificagdo optica. Isto
permite que a luz excitada entre no cartucho, enquanto a emiss&o da luz €
refletida dentro do cartucho (vide Figura 10B) e sera concentrada a uma lamina
nao revestida do cartucho.

Legenda da figura 10A:

1 - Lamina de revestimento revestida com camada biocompativel;

2 - Lamina de revestimento grande € dividida em dois
compartimentos com fitas de dupla face;

3 - Dois compartimentos sao revestidos com calcio e/ou substrato
e secos em baixo do nitrogénio;

4 - Espacadores de metal sdo colocados na fita de dupla face.
Esses espagadores também atuam como eletrodo;

5 - Lamina de revestimento pequena é viscosa no topo da fita de
dupla face e eletrodos.

Figura 11: O projeto do cartucho alternativo mostra uma peca de
matriz solida, por exemplo, um polimero poroso ou celulose, que é colocada
entre duas laminas. Essa matriz bode conter substrato e/ou calcio (ou qualquer
outra substancia do tipo fator do tecido, inibidores). Estas substancias podem
estar presentes junto com um solvente, na forma seca ou liofilizada.

Figura 12: mostra a curva TG medida em uma camada fina de
sangue em uma célula de papel filtro, convertida a trombina nM por um
calibrador Staphylocoagulase.

EXEMPLOS

(1) MEDIDA DO TG NO SANGUE TOTAL: O FENOMENO OBSERVADO E AS

DIFICULDADES TECNICAS PARA A MEDIDA DO TG

Quando um substrato fluorogénico é utilizado, a fluorescéncia
pode ser provocada e medida até o momento, apenas enquanto a luz nao for

interceptada por células sangiiineas vermelhas, isto &, no espago do plasma
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acessivel a luz de excitagdo, que também é o espago do qual a luz emitida
pode ser observada. Para a finalidade da simplificagdo, assume-se que as
células sanguineas vermelhas sdo completamente impenetraveis a ambos os
tipos de luz. Se, entretanto, até certo ponto o RBC for penetravel, fundamento
nao precisa ser substancialmente alterado.

O sangue total forma um coagulo no final da fase de iniciagao, isto €,
no inicio do volume explosivo da geragao de trombina. Na Figura 4, quatro estagios
sao ilustrados da situac@o da superficie superior e inferior do sangue, coagulando
em uma cavidade de um prato do fluorimetro na presenga de um substrato
fluorogénico e iluminado a partir do topo ou alternativamente do fundo.

No estagio A, o sangue agitado foi apenas colocado para
descansar e as células sangliineas vermelhas sao homogeneamente dispersas
no plasma fluido (Figura 4A). No curso do tempo lag, antes de ocorrer a
sedimentagado da coagulagao (tipicamente de 3 a 12 minutos) das células
sanguineas vermelhas; em cima mais plasma se torna acessivel a luz e menos
no fundo (Figura 4B). Assim que sangue coagula (Figura 4C), o status quo
aumentado em B é “congelado” pela aparéncia do coagulo de fibrina. Por
causa da agao da trombina nas plaquetas sangiiineas, a retragédo do coagulo
se sedimenta assim que um coagulo é formado. A sedimentagao e a retragao
do coagulo sao fenébmenos que s&o visiveis a olho nu em uma escala mm por
hora. No dominio do micrdmero, eles ocorrem em questao de minutos, isto é,
na escala de tempo dos experimentos TG. A retragdo ocasiona uma
distribuicdo desigual dos RBCs e também uma mudanga na superficie, tal que
ele deixa de ser plano, mas se torna ondulado. A ondulagdo ocasiona uma
particido desigual do plasma e do coagulo na superficie e causa efeitos 6pticos
nao previsiveis. As irregularidades da superficie estdo em uma escala de mm e
visiveis a olho nu. Portanto, eles estdao na mesma ordem de magnitude que o

ponto de luz de excitagdo na fluorometria normal.
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A sedimentacgdo e a retragao induzem uma mudanga no volume
do fluido em que as moléculas fluorescentes podem ser atingidas pela luz de
excitacdo. Devido a esta mudanga, o volume real em que a medida ocorre €
variavel e desconhecido. Portanto, a quantificagdo reprodutivel da quantidade
de trombina a partir da taxa de produgao do sinal obtida nestas condigées é
impossivel, mesmo se os efeitos da sedimentagdo e da retragdo fossem
despreziveis.

Os experimentos realizados pela utilizagdo de cavidades de prato
de microtitulagdo comum e um volume que preenche essas cavidades a uma
altura normal (6mm) permitiu resultados satisfatérios a ser obtidoé apenas em
uma pequena porcentagem de todas as cavidades. Isto é explicado pelo fato
de que na fluorometria comum, um sinal suficiente obtido apenas se o ponto da
superficie medida (cerca de 4mm?) coincidir com a area onde pode ser obtido
sinal suficiente, pois esta disponivel plasma suficiente; isto € ndo acima de um
coagulo-massa retraido, mas em um “vale” da superficie (vide Figura 4D). Os
relatérios positivos na literatura da medida devem resultar de uma selegao
cuidadosa dos dados obtidos. Nestes casos onde um sinal da forma correta €
obtido, a medida quantitativa de trombina & impossivel por causa do volume de
medida que é desconhecido e variavel. A medida a partir do fundo através de
uma folha resolveria o problema das irregularidades da superficie, mas devido
a sedimentagdo de RBC, o sinal se torna tao pequeno que ele some no ruido
de fundo.

Foi observado que, com o preenchimento normal das cavidades
de um prato de 96 cavidades de um tipo disponivel na data, € possivel obter
um sinal interpretavel em 1 ou 2 de 10 cavidades. Se as cavidades forem
preenchidas a menos de 2 mm de altura como a altura normalmente (til, o sinal
é obtido proximo em todas as medidas. Apesar disso, o sinal que € obtido

desta maneira em um fluorimetro normal é bastante variavel e pequeno, isto €,
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corresponde de 1 a 5% do sinal obtido com plasma e mostra uma ampla razéo
sinal para ruido (Figura 6). Foi concluido que ndo ha maneira pratica de
determinar o TG no sangue total utilizando as configuragées Opticas de um
fluorimetro normal.

11 O PROJETO DO METODO DA PRESENTE INVENGAO

(1) PRINCiPIO DA INVENCAO

Inesperadamente, foi descoberto que (a) os efeitos da
sedimentagéo e da retragao diminuem progressivamente com a espessura da
camada do sangue de coagulacgdo e, (b) a medida da fluorescéncia a partir de
uma superficie mais ampla do que cerca de 10 mm?, tende a igualar as
irregularidades remanescentes da superficie ocasionada pela retragao.
Iguaimente de maneira inesperada, os efeitos da sedimentagcao e da retragao
podem ainda ser reduzidos ao conter o sangue em labirintos ou intersticio, tal
como uma rede de filtro (possuindo uma abertura de malha de 50 a 500 ym) ou
esferas embaladas (de didametro de 50 a 500 ym). Consequentemente, os
depositantes fornecem condi¢des para obtengdao de um sinal fluorescente nao
perturbado a partir do produto de atividade de trombina ao permitir que a
medida seja realizada em uma camada fina de sangue (especialmente inferior
a 2 mm) espalhada sobre uma superficie mais ampla do que cerca de 10 mm?>.

Para resolver o problema do volume desconhecido em que a
reacao é medida, os depositantes decidiram ainda nao utilizar o substrato puro,
mas ao invés, o substrato que ja continha uma concentracdo de produto
fluorescente fixa baixa, mas conhecida e prontamente mensuravel.

(2) DisposITivo OPTICO PARA MEDIDA

A medida sobre uma superficie mais ampla do que o normal
requer dispositivos opticos que permitam iluminar as superficies amplas e
coletar a luz emitida daquela superficie. Um dispositivo tal ndo é diferente de

um ocular de Huygens, outro tipo um condensador microscopico (Figura 5).
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Para aumentar o sinal fluorescente, o sangue pode ser espalhavel em uma
superficie refletora, e tal superficie pode ser uma parte integral do dispositivo
descrito abaixo.

(3) DisposITIivO CONTENDO AMOSTRA DE SANGUE

O uso de um dispositivo que contém sangue nos intersticios de
sua estrutura permite a simulagéo da situagdo do derramamento de sangue em
uma ferida, ele pode ser feito para conter o fator do tecido, trombomodulina e
outros elementos conhecidos existentes na parede dos vasos normais que
afetam o processo de TG (por exemplo, colageno). Para fins de comparagao, o
material do qual o dispositivo é feito pode ser selecionado entre o material
inerte, tal como, por exemplo, nailon, ou polipropileno.

Para evitar a secagem da superficie, a camada fina de sangue
pode ser coberta por um filme fino de material sdélido ou fluido.
Alternativamente, o sangue pode ser guiado em uma fenda dentro de um
material translicido, por exemplo, por uma forga capilar.

(4) MEDIDA

E uma vantagem da medida em uma camada fina que o sinal
fluorescente seja proporcional a concentragdo das moléculas fluorescentes; em
outras palavras, o efeito do filtro interno ndo desempenha nenhum papel.
Entretanto, o consumo do substrato ndo desempenha um papel. Ele pode ser
compensado de trés maneiras: (a) como no método cromogénico (38), isto €,
ao fornecer substratos com constantes cinéticas tal que o consumo de
substrato possui um efeito desprezivel, (b) ao corrigir matematicamente o
consumo do substrato, isto é, pela aplicagdo da equagdo da taxa integrada e
(c) ao utilizar um calibrador conforme descrito na patente WO 03/093831.

O curso da concentragdo de trombina na coagulagéao do sangue
total &€ determinado a partir da agao enzimatica da trombina em um substrato

fluorogénico adicionado ao sangue. Um sinal estavel e suficiente foi obtido ao
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medir em uma camada fina ilustrada por uma camada de menos de 2 mm de
espessura sobre uma superficie ampla (ilustrada por uma superficie que possui
mais de 10 mm?). Para medir o volume real em que a reagdo ocorre, uma
pequena quantidade de fluoréforo & adicionada ao substrato. Um dispositivo
éptico especializado é requerido para a iluminagdo do todo da superficie e
outra para coleta da luz emitida a partir da superficie.

A camada fina poderia ser estabilizada e evitada a partir da
secagem por uma série de meios mecanicos, entre os quais uma rede inerte ou
uma rede de material selecionado tal como para imitar certas propriedades da
parede do vaso. Alternativamente, uma pequena fenda pode ser utilizada.

A configuragdo também pode ser utilizada para medir a geragao
de trombina em plasma rico em plaqueta e pobre em plaqueta.

(5) MiISTURA DA REACAQ

Substancias quimicas:

O fator do tecido relipidado recombinante (r'TF) que ndo contém
polibreno ou Ca™ & da Dade Behring (Marburg, Alemanha). O substrato
fluorogénico, Z-Gly-Gly-Arg-AMC é obtido pela Bachem (Suiga). Na divis&o pela
trombina, ela libera o 7-amino-4-metilcumarina (AMC) fluorescente que é medido
por uma excitagdo de 390 nm e um conjunto de filtro de emissao de 460 nm. |

Uma mistura fresca de substrato fluorogénico e CaCl, (FluCa) &
preparado para cada experimento conforme segue: para 875 pL de tampao
(Hepes 20 mM, pH 7,35) contendo 60 g/ L de BSA (Sigma, A-7030), 100 pL de
CaCl, a 1 M foi adicionado. A 37° C, 25 yL de uma solugao de DMSO a 100
mM do substrato fluorogénico foi respingado e imediatamente agitado de
maneira vigorosa. A solugéo clara resultante, referida como FluCa, portanto &€
de 2,5 mM em substrato fluorogénico e 100 mM em CaCl.

O tampao A contém 20 mM de hepes, 140 mM de NaCl, 5 mg/ mL
de BSA, pH =7,35.

e
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O tampao B contém 20 mM de hepes, 140 mM de NaCl, 60 mg/
mL, pH =7,35.

SANGUE E PLASMA

O sangue é obtido através de uma pungao na veia (1 volume de
citrato trissédico a 0,13 M para 9 volumes de sangue). O fluxo livre dé sucgao
minima deve ser empregado; os recipientes a vacuo devem ser evitados.

As medidas sao realizadas em um prato de fluorimetro (leitor
Ascent, Thermolabsystems OU, Helsinki, Finlandia) equipado com um conjunto
de filtro de 390/460 (excitacdo/ emissdo). Ao invés de um prato de 96
cavidades, um prato de cavidade é utilizado com 24 cavidades redondas com
um diametro de 15 mm e, portanto, uma superficie de 175 mm?. As cavidades
sdo preparadas ao lavar diversas vezes com o tampdo A e ao secar as
cavidades.

Entao, a mistura do sangue e do substrato & adicionada em que a
geracao de trombina ocorre. A mistura contém, por cavidade a ser preenchida:
80 pL de sangue total citrado.

20 uL de Innovin® 1:1.000 diluido no tampao A, 20 pL de FluCa
ou, como sendo o caso, um multiplo destes volumes.

Imediatamente ap6s a adigdo de FluCa, a mistura é agitada em
um misturador Vortex e adicionada as cavidades. O prato é inserido no
fluorimetro e agitado durante 10 s a 1.200 rpm e entdo, medido a cada dois
minutos a 390/ 460 nm a 37° C durante uma hora.

Para cada cavidade de 120 pL, a mistura é adicionada.

EXEMPLO 1

PoNTOS DE LEITURA MULTIPLOS, ADICAO DA MALHA E DA COBERTURA

A geracdo da trombina foi desencadeada conforme indicado
acima nas trés cavidades. Os pontos de 24 cavidades foram iluminados um

apos o outro. Os sinais de 24 pontos a cada leitura foram adicionados. Os
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resultados sdo mostrados na Figura 7. E observado que o sinal € aumentado e
estabilizado pela adicao de uma rede, onde um filtro de nailon com uma
abertura de malha de 600 pM, 51% de éreavabe.rta e espessura de 445 yM
(Spectrum Laboratories Inc. Rancho Dominguez Califérnia, EUA). Entretanto, o
sinal aumenta de forma artificial com o tempo devido a evaporagéo € a
concentracédo da camada superior. Isto é evitado pela cobertura com uma folha
plastica (Fita selante de limpeza Optica Thermosprint para QPCR (Bilatec AG,
Mannheim, Alemanha)).
EXEMPLO 2

MULTIPLOS PONTOS DE LEITURA, ADICAO A UM GEL E UMA COBERTURA

A geracdo de trombina foi desencadeada conforme indicado
acima em trés cavidades. Os pontos de 24 cavidades foram iluminados e
medidos um ap6s o outro. Os sinais a partir de 24 pontos em cada leitura
foram adicionados. Para duas cavidades, 700 yL de um Spehadex-25 a 50%
(v/v) em solugao de NaCl a 150 mM sado adicionados e o pd € deixado
assentar por 5 minutos. O sobrenadante (300 — 400 pL) & removido da
cavidade com uma pipeta.

Entdao, 120 pL da mistura de sangue de coagulagdo sao
adicionados. Em cima de uma destas duas cavidades, foi aplicada uma folha
plastica. (Fita selante de limpeza o6ptica Thermosprint para QPCR (Bilatec AG,
Mannheim, Alemanha)). Os resultados sdo comparaveis a aqueles da Figura 7.

EXEMPLO 3

COLETA DA LUZ com um DisposiTivo OPTICO

Para este experimento, uma cavidade, com rede e cobertura
como no Exemplo 1, conforme medido com o auxilio de um fluorimetro optima
Fluostar (BGM Labtech, Offenburg, Alemanha). A luz a partir da amostra foi
coletada em um ocular de Huygens (10 x de amplificagéo) e lida apos passar

através deste dispositivo 6ptico. Os resultados sao mostrados na Figura 8.
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EXEMPLO 4

DAS UNIDADES ARBITRARIAS PARA A TROMBINAS

Este experimento foi essenciaimente realizado como aquele no
Exemplo 1 com rede e cobertura, mas uma quantidade conhecida de AMC (10
nM) foi adicionada ao substrato Z-Gly-Gly-Arg-AMC. Devido a sedimentagao
dos eritrocitos, o volume em que a medida ocorre aumenta tal que o sinal a
partir do AMC presente aumenta. No momento da coagulag&o, a situagdo
“congela” e nenhuma sedimentagao ocorre. Neste momento, conhecido a partir
de um repentino aumento no sinal, nés medimos a quantidade de fluorescéncia
devido ao AMC a 10 nM adicionado. Desta forma, nds conhecemos como
converter as unidades de fluorescéncia (F) na concentragdo de AMC. Assim, o
dF/ dt medido pode ser convertido em d[AMCY}/ dt. A partir de um experimento
independente, sabe-se o que d[AMCY)/ dt corresponde ao qual concentragao de
trombina. Assim, a velocidade de mudanga da fluorescéncia (Figura 9, linha
preta) pode ser convertida na concentragao de trombinina da amostra.

EXEMPLO 5

DisPosITIVO CONTENDO A AMOSTRA DE SANGUE

Uma célula de filtro de papel contendo substrato e ions Ca2+ é
preparada pela adigdo de 50 pL de uma solugdo de DMSO a 100 mM do
substrato fluorogénico e 100 pL de uma solugdo de CaCl2 a 1M para 5.850 pL
de etanol. 11 pL desta solugdo é espalhada em um pedago de matriz solida
(Whatman 1MM de papel de cromatografia) de 7x9 mm e seca sob nitrogénio.
Depois € coberta entre os pedagos de plastico (Fita selante de limpeza dptica
Thermosprint para QPCR (Bilatec AG, Mannheim, Alemanha)) conforme
mostrado na Figura 11.

O mesmo procedimento € utilizado para preparar uma célula de
papel filtro contendo apenas substrato, neste caso, 50 pL de uma solugao de

DMSO de 100 mM de substrato fluorogénico é adicionado a 5.950 pL de etanol,
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do qual 11 pL é espalhado em um pedago de matriz sélida e seco sob
nitrogénio.

MULTIPLOS PONTOS DE LEITURA, UTILIZANDO UMA CELULA DE PAPEL FILTRO

Duas células de papel filtro, uma contendo substrato fluorogénico
e fons calcio (A) e outra contendo apenas substrato (B) foram preparado de
modo fresco conforme descrito acima.

Uma mistura 4:1:1 de sangue total citrado, tamp&o B e Innovin®
(1:1.000 diluido em tampao A) foi preparada. Como um calibrador, uma mistura
de 4:1:1 de sangue total citrado, inibidor de polimerizagéo (H-Gly-Pro-Arg-Pro-
OH . AcOH) (Bachem feinchemikalien AG, Bubendorf, Suica) em tampao B (1,0
mM) e 20 uM de staphylocoagulase foi preparado pela mistura de sangue total
e inibidor da polimerizagdao. Pouco antes de iniciar o experimento, a
Staphylocoagulase foi adicionada e a amostra foi bem misturada.

Imediatamente ap6s a adigdo de Staphylocoagulase, o
experimento & iniciado pela adigao de 11 uL de amostra de TG a célula A e 11
uL do calibrador a célula B. Isto & feito pela pipetagem das gotas proximo a
matriz sélida em uma maneira que a gota toca a matriz (vide Figura 11) e €
absorvida pelas forgas capilares. Por célula, 4 pontos sao iluminados e
medidos um apds o outro.

O sinal do calibrador € uma linha reta, a inclinagao é utilizada
para converter o sinal da célula da amostra em trombina nM. Esta € a
calibragéo de sinal convencional como € conhecido no estado da técnica e nao
a calibragdo continua como na acepgéo do pedido de patente EP 03/04705. Os
resultados sao mostrados na Figura 12.
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REIVINDICACOES
1. METODO PARA A DETERMINACAO IN VITRO DA
ATIVIDADE DE TROMBINA EM UMA AMOSTRA, caracterizado pelo fato de

que a amostra € uma amostra de sangue e a geragdo da trombina € medida
pelas etapas de:

- colocar uma camada de dita amostra em contato com um
substrato fluorogénico da trombina em que dita camada possui uma espessura
dentro de um intervalo de 0,05 a 5 mm e uma superficie dentro de um intervalo
de 10 a 500 mm>;

- permitir a geragao de trombina em dita amostra;

- medir a fluorescéncia emitida a partir da superficie da camada,
pelo grupo fluorescente liberado a partir do substrato fluorogénico como um
resultado da agdo enzimatica da trombina gerada em dito substrato
fluorogénico.

2. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a concentragdo de trombina gerada durante o ensaio €
determinada como uma fungao da fluorescéncia medida do grupo fluorescente
liberado.

3. METODO, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a amostra de sangue total € diluida dentro de
um intervalo de no maximo 10 vezes.

4. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
3, caracterizado pelo fato de que a espessura da camada da amostra € de
cerca de 2 mm ou menos.

5. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
4, caracterizado pelo fato de que, para o ensaio, a amostra de sangue €
preenchida dentro de uma cavidade de um prato que também contém uma

rede com um tamanho de malha de 50 a 500 ym.
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6. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
5, caracterizado pelo fato de que, para o ensaio, a amostra de sangue €
preenchida dentro de uma cavidade de um prato que também contem
microgranulos.

7. METODO, de acordo com uma das reivindicagbes de 1 a
6, caracterizado pelo fato de que a cavidade contendo a amostra de sangue €
coberta para a determinagao da atividade de trombina.

8. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
7, caracterizado pelo fato de que um fluoréforo € adicionado ao substrato
fluorogénico da trombina, em que as respectivas proporgées do fluoréforo
adicionado estdao no intervalo de 1 a 10% da quantidade de molécula
fluorescente ligada ao substrato de trombina.

9. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
8, caracterizado pelo fato de que a quantidade de substrato de trombina
adicionada a amostra esta dentro de um intervalo de 50 a 1.000 pm.

10. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
8, caracterizado pelo fato de que o substrato fluorogénico € um substrato
sintético para a trombina, acoplada com uma molécula fluorescente.

11. METODO, de acordo com a reivindicagao 10,
caracterizado pelo fato de que o substrato de trombina que é hidrolisado
seletivamente pela trombina, possui uma afinidade de ligagdo moderada para a
trombina e uma baixa constante de cinética.

12. METODO, de acordo com a reivindicagdo 11,
caracterizado pelo fato de que o substrato fluorogénico € um oligopeptideo que
possui uma sequéncia de 2 a 30 residuos de aminoacidos acoplados a
molécula fluorescente.

13. METODO, de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizado pelo fato de que o oligopeptideo possui uma lisina ou arginina
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terminal para o acoplamento com uma molécula fluorescente.

14. METODO, de acordo com uma das reivindicagbes de 10 a
13, caracterizado pelo fato de que a molécula fluorescente € o AMC (7-amino-
4-metilcumarina).

15.  METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
14, caracterizado pelo fato de que a cavidade compreende ainda um gel,
possivelmente contendo ions calcio, em que dito gel nao permite a diluigéo do
sangue da amostra.

16. METODO, de acordo com uma das reivindicagbes de 1 a
15, caracterizado pelo fato de que o fator do tecido e os ions calcio s&o
adicionados a amostra de sangue em quantidades que permitem que ocorra a
geragao da trombina.

17. METODO, de acordo com uma das reivindicagbes de 1 a
15, caracterizado pelo fato de que a amostra de sangue € uma amostra de
sangue total.

18. METODO, de acordo com uma das reivindicagoes de 1 a
15, caracterizado pelo fato de que a amostra de sangue & uma amostra de
plasma, em especial de Plasma Rico em Plaqueta (PRP).

19. METODO, de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado pelo fato de que a amostra de sangue total € citrada.

20. METODO, de acordo com uma das reivindicagoes de 1 a
19, caracterizado pelo fato de ser para a detecgdo ou monitoramento de uma
doenga homeostatica ou uma doenga trombética.

21.  METODO, de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado
pelo fato de ser para a detecgao ou monitoramento da interagdo de determinada(s)
substancia(s) na atividade de trombina em uma amostra de sangue total, em que
dita(s) substancia(s) determinada(s) é(sao) adicionada(s) a amostra a ser analisada

ou é(sdo0) adicionada(s) durante a geragado da trombina.
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22. METODO, de acordo com a reivindicagdo 20,
caracterizado pelo fato de ser para o monitoramento da interagdo dos fatores
de coagulacao ou drogas.

23. METODO, de acordo com a reivindicagdo 20,
caracterizado pelo fato de ser para a selegdo de substancias para determinar
sua capacidade de interagdo com a geragao de trombina.

24. METODO, de acordo com uma das reivindicagbes de 1 a
20, caracterizado pelo fato de ser para a medida do Potencial de Trombina
Endbgena (ETP) da amostra de sangue total.

25. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1
a 21, caracterizado pelo fato de ser para a medida do tempo do pico da
trombina.

26. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
22, caracterizado pelo fato de ser para a medida do tempo de coagulagao.

27. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1
a 23, caracterizado pelo fato de ser para a medida do nivel do pico de
trombina gerada.

28. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
24, caracterizado pelo fato de que compreende uma etapa de calibracao.

29. KIT para a realizagdao do método conforme descrito em
uma das reivindicagoes de 1 a 21, caracterizado pelo fato de que compreende:

- um substrato fluorogénico para a trombina,

- o fator do tecido e os ions calcio para permitir a geragdo da
trombina,

- opcionalmente, uma rede ou microgranulos que previnem a
retragcao do coagulo sangiineo e auxiliam na dispersao do sangue total,

- opcionalmente um gel, possivelmente compreendendo ions

calcio.
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REsSuMo
“METODO PARA A DETERMINAGAO IN VITRO DA ATIVIDADE DE
TROMBINA EM UMA AMOSTRA E KIT”
A presente invengéo refere-se a um método para a determinagao
in vitro da atividade da trombina em uma amostra, em que a amostra é uma
amostra sanglinea e a geracao da trombina é medida pelas etapas de: colocar

uma camada de dita amostra em contato com um substrato fluorogénico da

trombina, em que dita camada possui uma espessura dentro de um intervalo de

0,05 a 5 mm e uma superficie dentro de um intervalo de 10 a 500 mm?; permitir
a geragéo de trombina em dita amostra; medir a fluorescéncia emitida a partir
da superficie da camada, pelo grupo fludrescente liberado a partir do substrato
fluorogénico como um resultado da agdo enzimatica da trombina gerada em

dito substrato fluorogénico.
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