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(57) Resumo: DETECCAO DE DOENGCAS VENOSAS
TROMBOEMBOLICAS PELA MEDIGAO DE NIVEIS DE FIBRINA
SOLUVEL E DIMEROS D. O presente pedido refere-se a um método e
a um teste para deteccdo da ativagéo da coagulagéo, especialmente
quando ela é responsavel por doengas venosas tromboembdlicas,
empregando ensaio de dimeros D e da fibrina soluvel produzida
durante um processo de fibrindlise ativado em uma amostra de
sangue. O método da invengéao diz respeito a comparagéo do nivel de
dimeros D correspondendo a degradagao da fibrina soluvel e do nivel
de dimeros D da amostra com valores limite normais. O teste da
invengao também pode ser usado para determinar se a anticoagulagao
é suficiente em um paciente.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencgio
para “"'DETECCAO DE DOENCAS VENOSAS
TROMBOEMBOLICAS PELA MEDICAO DE NIVEIS DE

'FIBRINA SOLUVEL E DIMEROS D".”.

O presente pedido refere-se a um método e a um
teste para detec¢do da ativagdo da coagulagédo, espécialmente
quando ela esté relacionada a doengas venosas tromboembdlicas,
usando um ensaio de Dimeros D e ensaiando a fibrina soltvel
durante um processo de ativagio de coagulagdo no saﬁgue.

A fibrindlise € o processo de degradacdo da
fibrina no sangue. Ela estd envolvida em uma série de processos
fisiopatoldgicos, sendo desencadeada em situa¢des em que o
ativador de plasminogénio tecidual e o plasminogénio se ligam a
fibrina, formando um complexo fibrina-plasminogénio ternario
dentro do qual o t-PA tem alta afinidade pelo plasminogénio,
acarretando geracdo de plasmina, uma enzima que degrada ei
fibrina em Dimeros D. Na auséncia da fibrina, o t-PA tem pouca
afinidade pelo plasminogénio, explicando o fato de que a fibrina
circulante ndo é degradada.

A degradacio da fibrina, ou fibrindlise, leva a
formagdo de produtos de degradacdo, compreendendo
principalmente fragmentos de “dimeros D”. Esses Dimeros D
estdo associados ao fragmento E da degradag¢io de outra molécula
de mondmero de fibrina formando o complexo DDE, mas mesmo

nessa forma, eles sdo normalmente chamados de Dimeros D.



10

15

20

25

A fibrina passando pelo processo de fibrindlise
¢ formada pela conversdo do fibrinogénio sob a a¢do de uma
enzima de coagulacdo, chamada trombina. Durante a ativagdo da
coagulagdo, a trombina assim gerada induz a formag¢do de
depésitos de fibrina, que irdo constituir o trombo e a formacgéo de
fibrina solavel. Para tanto, a trombina ataca quatro ligacGes
peptidicas do fibrinogénio localizado, respectivamente, nas duas
cadeias alfa A ¢ nas duas cadeias beta B, provocando a liberagdo
de dois fibrinopeptideos A das duas cadeias alfa A e a liberagdo
de dois fibrinopeptideos B das cadeias beta B, resultando na
formacdo de mondémeros de fibrina que se polimerizam
espontancamente na forma de um polimero por meio das liga¢Ges
de hidrogénio estabelecidas pela interagdo entre os sitios de
polimerizagdo A e B desmascarados durante a liberagcdo dos
fibrinopeptideos A € B e os sitios a € b que estdo disponiveis nas
extremidades das cadeias gama e beta, respectivamente. O
polimero da fibrina ¢ entfio estabilizado imediatamente pelo fator
XIII(a). A geragdo da trombina € muito maior durante os ensaios
in vitro do que a que ocorre in vivo. Por essa razdo, a geracdo de
mondmeros de fibrina € muito mais lenta no processo de ativagdo
de coagulagio in vivo do que nos gerados in vitro, o que faz com
que parte dos mondmeros se polimerizem para produzir fibrina
insoliivel constituindo o trombo € outra parte dos ditos
mondmeros reaja com fibrinogénio em que os sitios a € b sdo

acessiveis, ou com produtos de degradacdo de fibrinogénio para
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produzir fibrina solivel em que os mondmeros da fibrina sdo
associados ao fibrinogénio.

A determinacdo da concentra¢do da fibrina
solavel é importante para confirmar a ativagdo da coagula¢do em
um paciente. Essa determinagdio pode ser realizada usando
amostras de sangue ou plasma obtido de uma amostra de sangue
retirada de um paciente.

Foi demonstrado que o ensaio da fibrina solavel
¢ um complemento Util para ensaiar os produtos de degradagio da
fibrindlise, visto que a fibrina solivel € capaz de detectar a
ativagdo da coagulacdo que estd em curso enquanto que a
concentragdo de Dimeros D indica a degradagdo de um trombo,
mesmo se 0 processo de coagulagédo de ativagdo estiver parado.

Em suma, o nivel de Dimeros D no plasma é
aumentado enquanto o coagulo de fibrina se degrada in vivo. Por
conseqiiéncia, se o trombo estiver presente e sofrendo
degradag¢do, o nivel de Dimeros D € elevado, mesmo que a
coagulacdo persista ou esteja parada. Em contrapartida, o nivel de
fibrina soliivel aumenta apenas se a coagulagdo persistir.

Comparado ao nivel de Dimeros D, a medigio
especifica do nivel de fibrina solivel no plasma permite, dessa
forma, determinar se ocorre coagulacdo em um paciente no
momento que a amostra a ser ensaiada € obtida, junto com uma
avaliacdo do equilibrio coagulolitico.

A determinagdo do nivel de Dimeros D na

amostra, chamado de nivel base, €, portanto, uma reflexio da
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degradacdo do trombo que ocorre in vivo, enquanto que a
determinagdo do nivel de Dimeros D obtidos apdés a adigdo
exOgena de um agente trombolitico especifico da fibrina
representa a soma dos Dimeros D de base e dos Dimeros D
originados da degradagdo da fibrina soltivel, também chamada de
fibrina circulante.

O  pedido de  patente internacional
WO-A-02/18628 descreve um método para ensaiar a fibrina
soluvel em uma amostra de sangue, o qual requer colocar o
plasma em contato com um ativador de plasminogénio com alta
afinidade pela fibrina solivel (PA-Fb sp), seguido da
determina¢do do nivel dos produtos de degradacdo da fibrina
(Dimeros D). A diferenga entre a concentragdo de Dimeros D em
uma amostra tratada com PA-Fb sp ¢ a dos Dimeros D de base
determinados no plasma nido tratado com PA-Fb sp representa,
portanto, os Dimeros D associados a degradagdo da fibrina
soluvel. Os inventores observaram agora que o método proposto
no pedido Internacional WO-A-02/18628 do estado da técnica
pode ser vantajosamente suplementado para ser realizado no
contexto do diagnostico de doengas venosas tromboembdlicas,
bem como no diagnostico € monitoracdo de coagulagdes
intravasculares disseminadas (DIVC). Ele também permite
determinar se o tratamento com anticoagulantes sera eficaz.

As doencas  venosas  tromboembdlicas
compreendem principalmente trombos venosos dos membros e do

embolismo pulmonar, este resultando de uma complica¢do das
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primeiras tromboses. Também sdo encontradas tromboses venosas
além daquelas nos membros, uma vez que todas as regides
venosas estdo sujeitas a uma trombose. As veias renais € as veias
mesentéricas podem ser citadas especificamente dentre as que
estdo na origem das patologias. Doengas tromboembdlicas, como
a trombose venosa profunda (TVP) e/ou o embolismo pulmonar
(PE) sdo doengas fatais e representam grande propor¢do das
invalidezes € mortes nos paises industrializados, sendo vital o
estabelecimento do diagndstico dessas doengas para concluir
investigacdes por exames de imagens, como imagens de ultra-
som, para o diagnostico de tromboses venosas, € a cintigrafia ou
angiografia para diagnosticar embolismos pulmonares. Esses
métodos investigativos sdo de dificil realizacdo e nem sempre
podem ser realizados com a rapidez necessaria.

Como conseqiiéncia, ha a necessidade
permanente de definir um teste que permita rapido diagnostico de
doengas tromboemboélicas em um paciente, esse diagndstico
incluindo a possibilidade de descartar essa doenga sem ter de
recorrer necessariamente a investigagdes adicionais.

Na area do diagndstico de doengas relacionadas
a coagulacgdo, a capacidade do uso de Dimeros D, caso seus niveis
estejam normais, € conhecida por ser um indicador negativo da
trombose, uma vez que o principio de que a formag¢do de um
trombo envolve tanto a ativagdo da coagulacdo quanto a

fibrinolise € reconhecido.
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No entanto, a unica contagem de Dimeros D
medida até agora carece de especificidade e ndo permite que se
chegue a uma conclusdo precisa de se houve formag¢do de um
trombo intravascular, uma vez que os Dimeros D presentes na
circulagdo podem se originar da degradacdo dos depoésitos de
fibrina vascular extra. Os Dimeros D formados in situ podem
entdo passar para a circulagdo, produzindo, por conseqiiéncia, um
alto nivel de Dimeros D circulantes. No contexto da presente
invengdo, os inventores avaliaram a pertinéncia de um diagnostico
baseado no teste de Dimeros D em associagdo com um teste
rapido para determinar a fibrina soluvel, que representa a ativagio
da coagulagdo intravascular. Essa combinag¢do de ensaios
demonstrou ser vantajosa no contexto de um diagnéstico da
trombose venosa profunda (TVP) e/ou do embolismo pulmonar
(EP), bem como no texto de um diagndstico da coagulagdo
intravascular disseminada (CID). O teste de fibrina solavel
realizado, denominado SDF para a fibrina degradavel solavel,
permite que a fibrina soluvel seja ensaiada determinando-se os
produtos de degradacdo gerados durante sua degradag¢do pelo
ativador de plasminogénio tecidual (ou outro agente trombolitico,
tal como um ativador de plasminogénio especifico da fibrina)
fornecido de forma exdgena a uma amostra.

Dessa forma, a invengdo diz respeito a um
método in vitro para o diagndstico da ativagdo da coagulacdo
p'artindo de uma amostra de sangue obtida de um paciente,

compreendendo:
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i) medir a quantidade de produtos de degradacao
da fibrina contidos na amostra de teste, consistindo em medir a
quantidade de Dimeros D presentes na amostra ¢ constituir o nivel
de base dos Dimeros D;

ii) tratar a amostra por incubagdo com um
ativador de plasminogénio com alta afinidade pela fibrina (Pa-Fb
sp) sob condi¢des que permitem a degradacdo da fibrina soluvel
contida na amostra em produtos de degradagdo sem resultar na
degradagdo do fibrinogénio, e medir a quantidade de Dimeros D
contidos na amostra tratada;

ii1) calcular a diferenca entre a quantidade de
Dimeros D medidos apos a ativagéo pelo ativador Pa-Fb sp na
etapa ii) e a quantidade de Dimeros D antes da referida ativagio
medida na etapa 1), a referida diferenga constituindo o grau de
degradagdo da fibrina solavel (SDF);

iv) comparar o nivel de Dimeros D medido na
etapa i) com um valor limite normal determinado para o referido
produto de degradagdo e comparar o nivel de SDF calculado na
etapa iii) com um valor limite normal determinado para o SDF.

Quando o método de ensaio € realizado,
partindo de uma amostra, ¢ possivel determinar o risco de doenga
tromboembdlica: existe o risco de que se pelo menos um dos
niveis calculados do referido produto de degradagio da fibrina ou
SDF (Dimeros D) for maior do que o valor normal, e esse risco é

eliminado quando o nivel calculado do referido produto de
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degradagdo da fibrina e o nivel de SDF sdo menores do que os
respectivos valores limite normais.

O método de diagnéstico da invengdo &
aplicavel ao diagnodstico de coagulagéo sanguinea, seja o processo
de coagulagdo localizado (tais como tromboses venosas
profundas) ou generalizado (como no caso da CID).

Caso seja apropriado, antes de adicionar o
ativador de plasminogénio na etapa a)ii) acima, uma mistura de
acido citrico e citrato de sédio € adicionada a por¢do da amostra
na qual os produtos de degradagdo da fibrina soluvel sdo
determinados.

O reagente utilizado para ensaiar os produtos de
degradacfo ¢ selecionado para medir um certo grupo de produtos
de degradacdo. Como exemplo, utilizam-se anticorpos com uma
especificidade predeterminada com um tipo especifico de
produtos de degradagdo da fibrina.

Quando a concentragdo dos Dimeros D de base
medida na etapa i) tem um valor maior do que o valor limite de
500 ng/mL [nanogramas/mililitro], o Nivel de Dimeros D ¢
considerado como aumentado. Quando a concentragdo de
Dimeros D correspondendo a degradagéo da fibrina soluvel e que
¢ calculada na etapa iii) tem um valor maior do que o valor limite
de 300 ng/mL determinado em pacientes sauddveis, ela é
considerada como aumentada.

Os referidos valores limite foram determinados

com um reagente constituido por um anticorpo do teste “Lia” da
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Diagnostica Stago ou do teste VIDAS da Bio-Mérieux. Para os
outros reagentes, o valor limite deve ser determinado pela
comparacdo com os resultados obtidos com os referidos
reagentes.

Quando as medi¢cdes de Dimeros D e as
medi¢des da fibrina degradavel soluvel tiverem sido realizadas,
pressupde-se que no paciente cuja amostra de sangue esta sendo
testada, existe um risco de doenga tromboembodlica quando o
nivel de (Dimeros D) produzidos degradacgéo da fibrina de base é
de 500 ng/mL ou maior ou quando o nivel de fibrina soluvel
determinado pela diferenca entre o nivel de Dimeros D presentes
no plasma tratado com o ativador de plasminogénio especifico da
fibrina e o do Nivel de base de Dimeros D € maior do que o valor
limite, por exemplo, 300 mg/mL.

A amostra biolégica €, de preferéncia, um
liquido biologico, por exemplo, um plasma ou amostra de sangue,
ou um liquido de pun¢do, contanto que o nivel de plasminogénio
nesse liquido seja idéntico ao do plasma. No caso de liquidos de
pung¢do contendo pouco plasminogénio, a adi¢do de Glu-
plasminogénio deve ser considerada de modo que a concentragio
de plasminogénio fique proxima a do plasma.

O ativador de plasminogénio com alta afinidade
pela fibrina (isto €, que ativa apenas o plasminogénio na fibrina)
utilizado no método para ensaio da fibrina solivel pela geragdo de
produtos de degradacdo especificos pode ser selecionado dentre

diversos compostos conhecidos por serem ativadores de
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plasminogénio. No entanto, alguns deles degradam tanto o
fibrinogénio quanto a fibrina, tal como a estreptoquinase e a
uroquinase. Esses compostos ndo sdo adequados para uso no
método da invengdo, pois resultam na degradac¢do da fibrina,
dando origem a produtos de degradacdo de fibrinogénio que
interferem naqueles originados da degradacgao da fibrina.

Outro grupo de ativadores de plasminogénio é
constituido por compostos descritos como tendo alta
especificidade pela degradagdo da fibrina, se comparado ao
fibrinogénio. O método da invencdo utiliza de forma vantajosa a
especificidade desse outro grupo de compostos para realiza-la e
utilize, por exemplo:

e o ativador de plasminogénio tecidual (t-PA)
ou seus derivados, tal como TNK-tPA, que ¢ um mutante de t-PA
que possui altissima especificidade pela fibrina (Cannon C P ¢
col, “INK tissue plasminogen activator compared with front
loaded altephase in acute myocardial infarction results of the
TIMI 10B trial”, Thrombolysis in Myocardial Infarction (TIMI)
10B Investigators, Circulation 98 (25), 2805-14, 1998);

® 0 ativador originado de Desmodus rotundus
(bat-tpa ou vPA = ativador de plasminogénio da glandula salivar
de morcego-vampiro) ou seus derivados:
DSPAs = APs de saliva de Desmondus rotundus, FEKP = DSPA
alfa 1 e alfa 2, EKP = DSPA beta, KP = DSPA gama (Bringmann
e col: “Structural features mediating fibrin selectivity of vampire

bat plasminogen activators”, J Biol Chem 270, 25596-603, 1995),
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estafiloquinase  (SAK), um polipeptideo secretado por
Staphylococcus aureus (Collen D: “Staphylokinase: a potent,
uniquely fibrin-selective thrombolytic agent”, Nat Med, 4-279-84,
1998; Sakharov D V e col: “Fibrin specificity of a plasminogen
activator affects the efficiency of fibrinolysis and responsiveness
to ultrasound: comparison of nine plasminogen activators in
vitro”. Thromb Haemos, 81, 605-12, 1999) ou um de seus
mutantes (Collen D e col., “Recombinant staphylokinase variants
with  altered immunoreactivity. 1. Construction and
characterization”. Circulation 94, 197-206, 1996).

Para realizar o0 método de diagnodstico descrito
acima, anticorpos anti-Dimeros D sdo utilizados para realizar os
dois ensaios (Dimeros D de base e Dimeros D apés a agdo do
ativador de plasminogénio especifico da fibrina) do método da
inven¢do. Os referidos anticorpos foram descritos no estado da
técnica e também se encontram comercialmente disponiveis, por
exemplo, pela Diagnostica Stago sob o nome “Lia-test” ou sob o
nome “Vidas” da Bio-M¢éricux.

De modo a serem comparados, os ensaios das
etapas 1) e i1) devem utilizar o mesmo anticorpo anti-Dimeros D.

Os dimeros D originados da degradac¢do da
fibrina solavel na presenga de Pa-Fb sp podem ser ensaiados
usando qualquer técnica de ensaio analitico rotineira, como o0s
métodos do tipo ELISA, métodos de aglutinagdo em particulas de
latex sensiveis (do tipo usado no teste Lia), métodos

imunocromatograficos, etc. Exemplos dos varios testes de ensaio
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de dimeros D comercialmente disponiveis que podem ser citados
incluem ASSERACHROM D-Di ou STA LIATEST D-Di, ambos
vendidos pela Diagnostic Stago. No entanto, no contexto da
presente inveng¢do, as condi¢cdes para uso do teste ELISA de
ASSERACHROM D-Di foram modificadas vantajosamente para
encurtar o teste (15 min de incuba¢do com anticorpo imobilizado
e 15 minutos com anticorpo marcado com peroxidase).

De forma vantajosa, 0 método de diagnostico in
vitro da inven¢do também compreende o tratamento de uma
amostra de controle positivo,' em especial um plasma de controle
positivo.

Para obter o plasma de controle positivo, o
plasma ¢ primeiramente incubado com uma pequena quantidade
de trombina por um periodo predeterminado para permitir a
formacdo de fibrina soluvel, sem a formagdo de um coagulo de
fibrina. O processo de coagulacdo que foi desencadeado € entdo
bloqueado pela adi¢do de um inibidor de trombina para impedir
que a reagdo continue. Como inibidor, pode-se utilizar, por
exemplo, hirudina ou heparina.

O tempo de incubagdo do plasma e as
concentragdes de trombina e do inibidor para bloqueio sdo
determinadas vantajosamente de modo a obter a ativagdo da
coagulac¢do, resultando na geracdo de fibrina solivel sem formar
um coagulo de fibrina.

A incubagdo na presenga do ativador de

coagulagdo (trombina) ¢, de preferéncia, realizada por um periodo
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de incubag¢do de 2 minutos a temperatura ambiente. O inibidor é
entdo adicionado em grande excesso para assegurar o bloqueio da
coagulacao.

e s¢ ele for a hirudina, esta ¢ utilizada
preferencialmente a uma concentragdo final de 100 pg/mlL para
uma concentragio final de trombina de 0,18 U/mL;

e se¢ cle for a heparina, esta é utilizada a uma
concentragdo final de 500 U/mL quando a concentrag¢io final de
trombina utilizada for 0,18 U/mL.

Em outra implementagio vantajosa da invengio,
o método de diagndstico in vitro também compreende o
tratamento de uma amostra de controle negativo, em especial um
plasma de controle negativo. Uma descri¢do voltada para as
preparagOes dos referidos controle € apresentada nos exemplos,
junto com detalhes complementares.

A avaliacdo da fibrina soltivel de acordo com a
presente inven¢do emprega uma primeira etapa para degradagio
da fibrina soluvel por Pa-Fb sp, seguido da medigdo dos produtos
de degradagdo especificos originados da a¢do de Pa-Fb sp.

E vital que os resultados do método da invengdo
sejam obtidos o mais rapido possivel, enquanto sendo
representativos da quantidade de fibrina soliivel presente na
amostra. Para esse fim, as condi¢des de uso da Pa-Fb sp devem
ser determinadas de modo que a degradagdo da fibrina soltvel
seja rapida e ndo seja acompanhada pela “contaminacdo” da

degradagio do fibrinogénio plasmético circulante, dando origem a
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produtos de degradagdo que interferem nos da fibrina soluvel no
ensaio.

As doses de Pa-Fb sp a serem utilizadas e o
periodo de incubagcdo com o plasma s3o, dessa forma,
selecionados para induzir um aumento no nivel dos produtos de
degradagdo de fibrina, que é maior nos controles positivos, € um
aumento praticamente nulo nos controles negativos (isto é,
aqueles que ndo foram sujeitos ao tratamento com um ativador de
coagulacdo).

Viarios ativadores da fibrindlise permitindo a
degradacdo especifica da fibrina soluvel podem ser utilizados no
contexto da presente invengdo. De forma vantajosa, a Pa-Fb ssp é
selecionada dentre um grupo constituido pelos ativadores citados
acima, a saber: t-PA ou seus derivados, VPA ou seus derivado e
estafiloquinase ou um de seus mutantes. De preferéncia, utiliza-se
t-PA ou estafiloquinase, mais preferencialmente t-PA.

Sob as condigdes em que as amostras sdo
incubadas por 15 minutos a 37°C, a concentracdo final da
estafiloquinase testada estd na faixa de 1 a 12 pg/mL. A
concentracdo final retida €, preferencialmente, de 10 pg/mL. O
periodo de incubagdo pode ser modificado e sua variagdo &
determinada em fun¢@o da natureza e da concentragdo da Pa-Fb
sp utilizada.

O t-PA ¢ preferencialmente usado em uma faixa

de concentragdo final de 1 a 2,5 ug/mL. De preferéncia, o t-PA é
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usado em uma concentragdo de 2 pg/mL por um periodo de
incubagdo de 15 minutos a 37°C.

Em uma implementag¢éo especifica da invengdo,
a degradacdo da fibrina solivel pelo ativador de plasminogénio
sem a degradacdo do fibrinogénio pode ser bloqueada apods a
degradagdo da fibrina soluvel adicionando-se um inibidor de
plasmina, por exemplo, aprotinina. Caracteristicas particulares
para o uso de aprotinina ou de outro inibidor da plasmina de
forma equivalente sdo apresentadas nos exemplos. A quantidade
de aprotinina utilizada €, por exemplo, equivalente a quantidade
de ativador de plasminogénio utilizada. Sendo assim, o inibidor
de plasmina ¢ adicionado apds 15 minutos de incubac¢do a 37°C
com o ativador de plasminogénio.

Em uma implementagdo particular da invencio,
antes de adicionar o ativador de plasminogénio, um
anticoagulante, tal como uma solu¢do contendo acido citrico e
citrato de sodio, pode ser adicionada tanto a amostra ensaiada
quanto as amostras-controle. As quantidades e modo de adigdo do
acido citrico e do citrato de sddio sdo indicados nos exemplos.

No contexto da presente invengdo, o método de
diagndstico descrito acima é aplicado a investigagdo da formagio
de um trombo venoso.

Em uma aplicagdo particular do método de
diagnoéstico da invengdo, o método € realizado para exclusio

diagndstica de uma trombose venosa profunda.
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Em uma implementagdo especifica da invengio,
o método de diagnostico € realizado para exclusdo diagndstica de
um embolismo pulmonar.

Em uma implementagdo particular da invencéo,
o método ¢ realizado em uma amostra de sangue retirada de um
paciente antes de realizar um tratamento com anticoagulante.

Em principio, o ensaio da fibrina soluvel para a
exclusdo diagnostica de uma trombose venosa deve ser realizado
antes de qualquer tratamento com anticoagulante. Se o paciente
for submetido a tratamento com anticoagulantes, a concentrag¢do
da fibrina soluvel se reduz muito rapidamente e atinge valores
normais. Nos pacientes tratados, a determinagdo da concentragio
de fibrina solavel no plasma pode determinar apenas se o
anticoagulante foi eficaz.

Em uma concretizagdo especifica do método, o
ensaio de fibrina solivel € realizado usando t-PA como ativador
de plasminogénio.

Outras caracteristicas da invengdo se tornario
visiveis nos exemplos seguintes e nas figuras.

As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente,
uma compara¢gdo dos dimeros D e SDF em pacientes com
suspeito de embolismo pulmonar ou com suspeita de trombose
venosa profunda. Em cada caso, os circulos pretos correspondem
aos pacientes doentes € os circulos brancos aos pacientes normais.
A linha demarca o limite superior do valor normal.

EXEMPLOS
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Exemplo n° 1:

Selecio da concentracdo de trombina utilizada

para obter um controle de plasma positivo compreendendo fibrina

solivel:
O plasma de controle positivo foi preparado

usando o seguinte protocolo:

Plasma normal 200 pL

Trombina humana (Stago, ref 00896), 0,5 a 1
U/mL (dependendo do plasma utilizado) 20 uL

Incubagdo por 2 min a temperatura do
laboratorio.

Hirudina (Knoll) 100 pg/mlL (concentragéo
final)

ou

Heparina (Choay) 5000 IU/mL (concentragido
final) 20 uL

Para verificar:

® se ndo ha formacgdo de coagulo no tubo;
e s¢ um teste de deteccdo de fibrina soluvel

comercial € positivo (por exemplo, o teste FS da Stago

Laboratories).
Controle positivo Controle negativo
Plasma 200 pL 200 pL
Trombina 1 U/mL ou 0,5 20 uL -
U/mL
Soro fisiologico - 20 uL
2 min (+ 10 seg) a temperatura ambiente
Heparina, 5000 IU/mL 20 uLL -
Soro fisioldgico - 20 uL
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Exemplo n° 2

Determinacdo da gquantidade de Pa-Fb sp a ser

utilizada sob condicdes de incubacido definidas

Para realizar o método da invengdo, a
quantidade de ativador a ser adicionada a amostra de teste deve
set tal que induza a geragdo de muitos dimeros D no plasma de
controle positivo conforme obtido no exemplo n° 1, com uma
geracdo insignificante de dimeros D no plasma de controle
negativo (controle ndo tratado com trombina).

Dessa forma, realizou-se a incubag¢do dos
plasmas-controle e dos plasmas de controle positivo (n = 21) com
diferentes doses de Pa-Fb sp por 15 minutos a 37°C. Ao término
do periodo de incubagdo, os dimeros D foram determinados pelo
teste Lia ou por ELISA répida (D-Di Stago) (incubagdo por 15
minutos a 37°C com anticorpo de captura € 15 minutos a 37°C
com anticorpo revelador).

Os resultados mostrados na Tabela II foram
obtidos com o teste ELISA

Resultados substancialmente analogos foram
obtidos com o teste Lia (n = 5).

Tabela II: Degradagdo da fibrina soluvel pelo
aumento das quantidades de t-PA e SAK.

Dimeros D | Fibrina Dimeros D | Fibrina
(ng/mL) solavel* (ng/mL) soluvel*
(ng/mL) (ng/mL)
Controle negativo Controle positivo
Sem adig¢do | 375 375
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de Pa-Fb sp
Apos a
estafiloquina
se
10 | 400 <50 1750 1375
2390 <50 1615 1240
1.5|375 <50 1700 1325
1350 <50 1657 1282
0.5]410 <50 1125 750
ApOs t-PA
(ug/mL)
21350 <50 1790 1415
1360 <50 1420 1045
0.5]360 <50 1210 835

*fibrina solivel = Nivel de dimeros D apds a
adi¢do de t-PA ou estafiloquinase - dimeros D de base antes da
adigdo de t-PA ou estafiloquinase.

A dose selecionada de Pa-Fb sp € a que produz:

e um aumento de <300 pg/mL em plasmas de
controle nfo tratado (controles negativos);

® 0 maior aumento nos plasmas de controle
positivo.

Com base nesses resultados, sucede-se que as
concentragdes finais preferidas de Pa-Fb sp a serem utilizadas
sdo:

e 2 png/mL para t-PA: sob essas condig¢des, a
dose de t-PA que pode ser neutralizada pelos inibidores do
ativador de plasminogénio (POI) € desprezivel;

e 10 pg/ml. para doses menores de SAK

induziram degradabilidade insatisfatoria da fibrina soltvel em
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certos pacientes ou em certos controles positivos, mais
provavelmente devido a presenga de anti-estafiloquinase na
amostra, anti-estafiloquinase esta que pode aparecer apds a
infecg¢do por estafilococos).

Exemplo n° 3: Ensaio de dimeros D e fibrina

soluvel

Na investigacdo, os dimeros D e a fibrina
solivel foram ensaiados em 87 pacientes consecutivos
consultados em unidades emergenciais com suspeito de trombose
venosa ¢/ou embolismo pulmonar e que ndo receberam tratamento
prévio. Nesses pacientes, uma investigagdo por ultra-som foi
realizada para diagnosticar tromboses venosas profundas; uma
cintégraﬁa ou angiografia pulmonar foi realizada para diagnosticar
embolismo pulmonar. Os niveis de dimeros D e de fibrina
soluvel degradavel (SDF) foram determinados antes de se iniciar
o tratamento com anticoagulantes. Foi demonstrado que a
sensibilidade do ensaio da fibrina soluvel degradavel foi similar a
do ensaio de dimeros D (96% para dimeros D e para fibrina
degradavel soluvel). Curiosamente, os “falsos negativos™ para os
niveis de dimeros D e fibrina degradavel soluvel foram
observados em diferentes pacientes. Portanto, combinar os dois
testes poderia aumentar a sensibilidade do diagnostico da
trombose (100%). Além do mais, a especificidade da fibrina
degradavel solavel no diagnoéstico de doengas venosas
tromboembolicas € maior (86% e 87%, respectivamente, para o

embolismo pulmonar e para a trombose venosa profunda) do que
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a dos dimeros D (36% e 42%, respectivamente, para o embolismo
pulmonar e a trombose venosa profunda).

Observou-se rapida normaliza¢do da fibrina
degradavel solﬁyel em pacientes sob tratamento com
anticoagulantes a ’uma dose terapéutica. Assim que o tratamento
com anticoagulantes foi instituido, houve queda no nivel de
fibrina soluvel. Como resultado, a fibrina degradavel solavel nio
pode ser usada como teste de diagndstico em pacientes ja tratados
com anticoagulantes. Entretanto, a fibrina degradavel solavel
pode ser util para monitorar o tratamento com anticoagulantes.
Em conclusdo, € indicado que o nivel de fibrina degradavel
soliivel, em associagdo com o dos dimeros D, é um meio clinico
util para prognosticar ou descartar o embolismo pulmonar e/ou a
trombose venosa profunda.

A fibrina soluvel estd presente durante a
ativacdo da coagulacdo. Seu aumento € observado desde os
estagios iniciais da referida ativagao.

No estado da técnica, diversos testes ja foram
desenvolvidos para avaliar a fibrina solivel em pacientes
apresentando uma trombose, mas, por causa da variabilidade nos
resultados dos testes disponiveis, a importancia da determinagéo
da fibrina soluvel em um diagndstico excluindo doengas venosas
tromboembolicas ainda nio tinha sido estabelecida (1-21).

O objetivo do presente estudo é o de avaliar a
possivel utilizagdo de um novo teste baseado na determinacdo do

nivel de fibrina degradavel soliivel que seja simples, rapido,
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sensivel e altamente especifico para os polimeros de fibrina
soluvel plasmatica.

Esse teste se baseia na avaliagdo dos dimeros D
gerados apds a incubagdo do plasma com t-PA sob condi¢des que
induzem a degradagio da fibrina soluvel, mas que nfio induzem a
degradagdo do fibrinogénio plasmatico. Dessa forma, esse teste
foi chamado de teste de fibrina degradavel soluvel (SDF). De
fato, apesar do pequeno nimero de monOmeros de fibrina na
fibrina soluvel, os monomeros de fibrina sdo reticulados uns aos
outros porque a ativagdo do fator XIII coincide com a liberagdo
do fibrinopeptido A, e além disso, a ativagdo do fator XIII pela
trombina ¢ acelerada pela presenga da fibrina (22). A fibrina
degradavel soluvel foi selecionada a partir de marcadores para a
geragdo da trombina in vivo, tal como o fibrinopeptideo A (HPA,
meia-vida 3 minutos (23) ou o complexo trombina-antitrombina
(TAT, meia-vida 15 minutos (24)), pois sua medi¢do pode ser
mais sensivel ja que € menos sensivel a anomalias de medigéo.

O presente estudo foi realizado com o intuito de
avaliar o desempenho do teste de diagndstico baseado em uma
combina¢do dos niveis de dimeros D e da fibrina solavel
degradavel em pacientes consecutivos ndo tratados com suspeita
clinica de embolismo pulmonar (n = 38) ou trombose venosa
profunda (n = 49) levados a unidades emergenciais de 3 centros
diferentes. No caso de suspeito de trombose venosa profunda, o
diagnostico foi confirmado pelo exame da compressdo com ultra-

som; um diagnostico de embolismo pulmonar foi confirmado
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tanto por cintigrafia como por angiografia pulmbnar. O valor
limite para a fibrina degradavel solivel para um teste que foi
considerado positivo foi 300 ng/mL.

Neste estudo, com o objetivo de analisar os
efeitos da anticoagulacdo, os perfis da mudanga da fibrina
degradavel solivel e dos dimeros D também foram examinados
nos pacientes sofrendo de embolismo pulmonar e/ou trombose
venosa profunda, apds iniciar o tratamento com anticoagulantes,
para testar a eficdcia da terapia na doenga tromboembodlica.

Método e aparelho

Amostras de plasma: O sangue foi coletado em
citrato 0,13 M (1 parte de citrato por 9 partes de sangue). Apos
centrifugagéo a 2500 g por 15 minutos, o plasma foi coletado e
congelado a -20°C até o uso.

No entanto, quando o nivel de fibrina
degradavel soluvel estava muito alto, como acontece na
coégulagﬁo intravascular (CID), a fibrina degradavel soluvel pode
formar um complexo insolavel durante as etapas de congelamento
e degelo, e como conseqiiéncia, recomenda-se que esse teste seja
realizado com plasma recém-coletado.

O sangue foi obtido de voluntarios saudaveis ou
de pacientes de ambulatdrio que tinham se apresentado a unidades
de emergéncia. Os pacientes que receberam um tratamento com
anticoagulantes foram considerados apenas para monitora¢do. A
populagdo de pacientes consistia de pacientes consecutivos

apresentando sinais clinicos de embolismo pulmonar ou trombose
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venosa profunda que tinham sido diagnosticados por analise de
ultra-som da compressdo das veias proximais da perna, por
cintigrafia pulmonar e por angiografia pulmonar para verificar o
diagnostico.

Testes biologicos

Determinacgdo dos dimeros D

Os dimeros D foram medidos por aglutinacdo de
microparticulas de latex revestidas com anticorpos monoclonais
contra dimeros D usando o teste Lia (Diagnostica Stago) em um
aparelho STA ou por ELISA utilizando-se VIDAS (bio-M¢érieux).

Medi¢do da fibrina degraddvel soluvel:
realizada em 3 etapas

1 - degradacdo da fibrina: 20 pL de t-PA, 20
png/ml (plasma tratado) ou 20 pL de soro fisiologico (plasma ndo
tratado) foram adicionados a 200 pL de plasma. Apds incubagio
por 15 minutos a 37°C, a plasmina gerada foi bloqueada
adicionando-se 20 pl. de aprotinina (Pentapharm), 12,5 TIU/mL.

2 - A concentragdo de dimeros D foi entdo
determinada usando o teste de dimeros D Lia-test da Diagnostica
Stago.

3 - O nivel de fibrina degradavel soluvel foi
calculado como a diferenga entre a concentragio de dimeros D no
plasma tratado e aqueles presentes no plasma nio tratado.

Quando o nivel de dimeros D no plasma foi
maior do que 4000 ng/mL, a amostra foi diluida apos a etapa de
degradacio.
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A fibrina solavel usada como controle positivo

foi obtida por incubac¢do do plasma normal com pequenas doses

de trombina por um curto periodo, apés o que a trombina foi

bloqueada com heparina.

O plasma da amostra a ser testada, e também o

controle positivo € o controle negativo para ensaiar a fibrina

soluvel, foram ensaiados da forma apresentada na Tabela III.

TABELA 111
Dimeros D de Base SDF + Dimeros D de
Base
Plasma 200 pL 200 uL
AC puro 20 puL 20 pL
Tpa - 20 uL
Soro fisiologico 40 pL -
15 min a +37°C
Aprotinina - 20 pL

A adi¢@o de aprotinina bloqueou a plasmina em

um tempo predeterminado, levando a degradag¢do da fibrina

sozinha e ndo do fibrinogénio.

® o0s controles positivos € negativos foram

reconstituidos com ACd, isto é, AC diluido em 1:5.

Preparacdo do AC:
Acido citrico, H;0 MWt=210,14 0,16 g
Citrato trissodico, 2 H,O MWt=294,100,44 g
20 mL

H,0

Resultados

Especificidade das medicdes
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e Em voluntarios saudaveis normais (n = 180),
o nivel de fibrina solivel foi muito pequeno, de 300 ng/mL ou
inferior.

e Além disso, ndo houve correlagdo entre a
concentragdo plasmatica de fibrina solivel € a dos dimeros D,
uma vez que, apds tratar os pacientes com heparina, a
concentra¢do de fibrina caiu muito rapidamente, enquanto que a
concentragdo de dimeros D caiu muito mais lentamente, pois
reflete a degradag:ﬁd do codgulo que persiste apos o bloqueio da
ativagdo da coagulago.

Niveis de dimeros D e nivel de fibrina solGvel

em pacientes com suspeita de doenca venosa tromboembdlica ou

embolismo pulmonar

Em voluntdrios saudaveis normais (n = 180):

O valor médio foi de 80 + 106 ng/mL e dos 180
voluntarios testados, 140 tiveram um nivel ndo detectavel de
fibrina degradavel soluvel. O valor limite considerado para um
teste positivo foi de 300 ng/mL.

Em pacientes com suspeita de embolismo
pulmonar ou trombose venosa profunda

Dos 38 pacientes com suspeita de embolismo
pulmonar, 23 eram positivos de acordo com a analise de imagens
e de 49 com suspeita de trombose venosa profunda, 25 eram
positivos, de acordo com a observagdo da compressdo anormal

das veias proximais da perna em ultra-som.
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Dos dois grupos de pacientes, aqueles que
apresentavam embolismo pulmonar (n = 23) ou uma trombose
venosa profunda (25), dois tinham contagens de fibrina soluvel
que também eram falsos negativos, um do grupo apresentando
embolismo pulmonar (confirmado por angiografia) € o outro no
grupo de pacientes apresentando trombose venosa profunda
(confirmado por ultra-som); no entanto, esses dois pacientes
tinham niveis de dimeros D bem maiores do que o valor limite de
500 ng/mL. Em contrapartida, os niveis de dimeros D eram
normais (<500 ng/mL) em 2 pacientes (um do grupo com
embolismo pulmonar e o outro no grupo de pacientes
apresentando trombose venosa profunda), enquanto que os niveis
de fibrina degradavel soltivel eram > 300 ng/mL. Esses niveis de
dimeros D que eram falsos negativos foram observados quando o
nivel de dimeros D foi determinado pelo teste Lia® ou pelo teste
Vidas®.

Com uma combinag¢do de dimeros D e fibrina
soluvel, ndo foram detectados falsos negativos nos valores
bioldgicos.

Os indices de pertinéncia (sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e negativo) para os
dimeros D e para a fibrina solavel degradavel foram calculados.

TABELA III: Sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e negativo dos dimeros D e da fibrina

degradavel soluvel
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SDF+ Dimeros D + fibrina
soluvel

EP TVP EP TVP
VPP 92% 88% 71% 60%
VPN 92% 95% 83% 90%
Sensibilidad | 96% 96% 96% 96%
e
Sensibilidad | 86% 87% 36% 37%
e

VVP = valor preditivo positivo
VPN = valor preditivo negativo
EP = embolismo pulmonar

TVP = trombose venosa profunda
SDF = fibrina degradével soluvel

Alteracio nos niveis de dimeros D e fibrina

degradavel soluvel em pacientes sob tratamento de anticoagulacio

Observou-se rapida normalizagdo da fibrina
degradavel soluvel em pacientes sob heparina ndo fracionada ou
sob heparina de baixo peso molecular administrada em uma dose
terapéutica. Ap0s o primeiro dia, os niveis de fibrina degradavel
solivel estavam normais ou no limite superior do normal. A
analise diaria dos niveis mostrou que a fibrina degradavel solavel
permaneceu dentro dos parametros normais durante o tratamento
com heparina. Em contrapartida, os niveis de dimeros D
reduziram lentamente € os niveis ndo atingiram niveis normais
durante o tratamento com heparina. Em um paciente, a fibrina
solivel foi aumentada ainda mais durante o tratamento
terapéutico, indicando um efeito terapéutico insuficiente.

Discussao
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Ha a necessidade de uma ferramenta de
diagnéstico ndo invasiva adequada para o diagndstico do
embolismo pulmonar e/ou da trombose venosa profunda que
possa permitir a tomada de uma decisdo imediata na maioria dos
casos quanto ao tratamento a ser dado.

O presente estudo visou determinar se a
combinac¢do de dimeros D e fibrina degradavel soluvel poderia ser
util para o diagndstico do embolismo pulmonar e/ou da trombose
venosa profunda e para avaliar a efici€éncia de um tratamento de
anticoagulacdo para inibir a trombogénese.

Quanto a sensibilidade das medigoes no
embolismo pulmonar e na trombose venosa profunda:Os 2
pacientes apresentando resultados falsos negativos relacionados
ao nivel de dimeros D (um do grupo com embolismo pulmonar e
o outro do grupo de pacientes apresentando trombose venosa
profunda) tinham niveis de fibrina degradavel solivel muito
maiores que o limite superior do valor limite. Isso pode ter
ocorrido por causa de uma estrutura de coagulo de fibrina
anormal (congénita ou adquirida), tornando os coagulos
anormalmente resistentes a fibrindlise. Essa anomalia poderia
contribuir diretamente para um risco maior de trombose devido a
trombdlise imperfeita.

Essa hipohibrindlise pode explicar os 3% a 5%
de casos de "falsos negativos" para dimeros D em pacientes
apresentando uma trombose constituida. Ao determinar a fibrina

degradavel soluvel, a fibrina ja estd imediatamente acessivel as
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enzimas fibrinoliticas. Ja a fibrina do trombo, quando formada de
fibrinas finas e muito rigidas ¢ menos acessivel as enzimas
fibrinoliticas, explicando os 3% a 5% de falsos negativos dos
dimeros D observados nas tromboses. Os niveis negativos
relativos a fibrina degradéavel soluvel foram detectados em dois
pacientes (um do grupo apresentando embolismo pulmonar e o
outro no grupo de pacientes apresentando trombose venosa
profunda), enquanto que o nivel de dimeros D nesses dois
pacientes foi maior do que 500 ng/mL. Isso poderia indicar que a
trombogenicidade ¢ um processo ndo evolutivo, uma vez que a
atividade da trombina ¢ transitoria.

Os inventores demonstraram que uma
combihagéo dos dois testes (fibrina soluvel degradavel e dimeros
D) pode ser utilizada para distinguir um diagndstico de
embolismo pulmonar da trombose venosa profunda em pacientes.

Na maioria dos casos, os dimeros D plasmaticos
satisfazem aos critérios exigidos para um diagndstico do
embolismo pulmonar e da trombose venosa profunda, pois séo
marcadores sensiveis para a trombose, mas carecem de
especificidade (26-35).

Atualmente, estd bem estabelecido que os
dimeros D ndo podem ser usados para realizar um diagndstico
positivo de doengas venosas tromboembdlicas, uma vez que o
teste ndo € especifico o suficiente. No entanto, quando o nivel de
dimeros D é normal, o diagnostico da doenca tromboembdlica

pode ser efetuado em 95% dos pacientes.



10

15

20

25

31

Neste estudo, foi demonstrado que a
especificidade da fibrina solivel é muito superior a dos dimeros
D. Essa baixa especificidade para as medi¢des de dimeros D no
diagndstico de doengas venosas tromboembolicas pode ser devido
a degradacdo das enzimas fibrinoliticas locais da fibrina presente
nos tecidos. Os produtos da degradacdo da fibrina soluvel
formada localmente nos tecidos se difunde no sangue por causa
de seu peso molecular relativamente baixo. Isso € refor¢ado pela
observa¢do de que o nivel de dimeros D € geralmente alto nos
pacientes com doengas inflamatdrios.

Neste estudo, também foi demonstrado que o
nivel de fibrina degradavel soluvel ¢ aumentado em eventos
trombdticos; porém, assim que os tratamentos anticoagulantes sdo
administrados, a concentragdo de fibrina degradavel soluvel
diminui a um valor normal em poucas horas. Isso indica que os
farmacos anticoagulantes sdo capazes de bloquear de maneira
eficaz o processo trombdtico. A persisténcia do nivel elevado de
dimeros D se deve a degradagdo do trombo formado antes do
tratamento anticoagulante. Como conseqiiéncia, propomos que a
determinacdo da fibrina degradavel soluvel para seguir a eficacia
do tratamento anticoagulante ou teste a eficacia ou testar a
eficacia de novos farmacos antitromboéticos seja de importancia.

Em conclusdo, os resultados desse estudo
indicam que a determinagdo da fibrina degradavel solivel em
associa¢do com a dos dimeros D pode ser considerada um recurso

clinico util para o diagnostico da trombose venosa profunda e do
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embolismo pulmonar, e também de outros eventos trombdticos.
Ademais, sugere-se que a fibrina degradavel soluvel pode ser 1til
na monitoragdo dos efeitos de um tratamento anticoagulante.
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REIVINDICACOES

1. — Método in vitro para o diagndstico da
ativagdo da coagulagdo partindo de uma amostra de sangue
removida de um paciente, caracterizado por compreender:

1) medir a quantidade de produtos de degradagéo
da fibrina contidos na amostra de teste, consistindo da medi¢fo da
quantidade de dimeros D presentes na amostra ¢ da constitui¢do
do nivel de base dos dimeros D;

i) tratar a amostra por incuba¢do com um
ativador de plasminogénio com alta afinidade pela fibrina (Pa-Fb
sp) sob condi¢des que permitem a degradagio da fibrina soluvel
contida na amostra em produtos de degradagdo sem resultar na
degradacdo do fibrinogénio, ¢ medir a quantidade de dimeros D
contidos na amostra tratada;

iii) calcular a diferenga entre a quantidade de
dimeros D medida ap6s a ativagéo pelo ativador Pa-Fb sp na etapa
ii) e a quantidade de dimeros D antes da referida ativagdo medida
na etapa i), a referida diferenca constituindo o grau de degradacéo
da fibrina solavel (SDF);

iv) comparar o nivel de dimeros D medido na
etapa 1) com um valor limite normal determinado para o referido
produto de degradagdo e comparar o nivel de SDF calculado na
etapa iii) com um valor limite normal determinado para o SDF;

o risco de doenga tromboembdlica existindo se
pelo menos um dos niveis de dimeros D medidos na etapa i) ou o

nivel calculado de SDF for maior do que o respectivo valor
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normal determinado, e o referido risco sendo descartado quando o
nivel de dimeros D obtido na etapa i) e o nivel de SDF obtido na
etapa iil)) forem menores que os respectivos valores limite
normais.

2. — Método, de acordo com a reivindicagio 1,
caracterizado por ser para a investigagdo de uma doenga venosa
tromboembodlica.

3. — M¢étodo, de acordo com a reivindicagdo 1
ou 2, caracterizado por ser aplicado a investigagdo da formacgio de
um trombo venoso.

4. — Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacGes 1 a 3, caracterizado por ser para o diagnéstico de
uma trombose venosa profunda.

5. — Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, caracterizado por ser para o diagndstico de
um embolismo pulmonar.

6. — Método de diagnéstico, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de
que a amostra de sangue ¢ uma amostra de plasma.

7. — Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que a amostra de
sangue € a de um paciente sendo beneficiado por uma terapia
anticoagulante.

8. — Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 5 a 7, caracterizado pelo fato de que o ativador de

plasminogénio Pa-Fb sp ¢ t-PA.
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9. — Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que a degradacio
de fibrinogénio ¢ impedida pela adigdo de um inibidor de
plasmina.

10. — Método, de acordo com a reivindicagdo 9,
caracterizado pelo fato de que o inibidor de plasmina € a
aprotinina, que €& adicionada apdés incubar a amostra por 15
minutos a 37°C com o ativador de plasminogénio Pa-Fb.

11. — Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que antes da
incubagdo da amostra com o ativador de plasminogénio Pa-Fb,
um anticoagulante, tal como uma composi¢do de acido citrico e
citrato trissddico, é adicionado a amostra.

12. — Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdbes 1 a 11, caracterizado por adicionalmente
compreender ensaiar os produtos de degradag¢io da fibrina soluvel
em uma amostra de controle negativo € em uma amostra de
controle positivo.

13. — Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que os dimeros D
sdo medidos usando um anticorpo monoclonal anti-dimeros D.

14. — Método de diagnostico, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9, caracterizado por
adicionalmente compreender medir a SDF presente em uma
amostra de controle positivo constituida por uma amostra de

plasma normal por meio de etapas que compreendem:
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1) incubar uma amostra de plasma com um
ativador de coagulagdo para permitir a formac¢do de fibrina
soltivel sem formar um coédgulo de fibrina, o ativador sendo, por
exemplo, uma pequena quantidade de trombina para induzir a
formacdo de fibrina soluvel;

i1) incubar a amostra tratada com um inibidor de
coagulacdo em uma quantidade suficiente para bloquear a
coagulagdo, o inibidor sendo heparina ou hirudina, por exemplo;

ii1) colocar a amostra preparada compreendendo
mondmeros de fibrina soluvel em contato com um ativador de
plasminogénio com alta afinidade pela fibrina (Pa-Fb sp),
especialmente t-PA, sob condi¢des que permitem a degradacgio da
fibrina soltivel contida na amostra em seus produtos de
degradac@o, especialmente dimeros D, sem degradar o
fibrinogénio.

15. — Método de diagnostico, de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢tes 1 a 10, caracterizado pelo fato de
que o valor limite normal para a quantidade de dimeros D ¢ de
500 ng/mL e o valor limite normal para SDF ¢ de 300 ng/mL, um
diagnostico descartando doengas tromboembdlicas sendo feito
quando os valores medidos da amostra de teste forem menores do
que os dois respectivos valores limite.

16. — Kit para o diagnéstico de doengas
tromboembolicas usando um método de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 1 a 11, caracterizado por compreender:

e anticorpos monoclonais anti-dimeros D;



e um ativador de plasminogénio com alta
especificidade para fibrina (Pa-Fb sp);

e uma amostra de controle positivo para fibrina
soluvel e, caso convenha, uma amostra de controle negativo.

17. — Kit, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado por adicionalmente compreender um inibidor de

plasmina.
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RESUMO

Patente de Invengdo paré "DETECCAO DE
DOENCAS VENOSAS TROMBOEMBOLICAS PELA
MEDICAO DE NIVEIS DE FIBRINA SOLUVEL E
DIMEROS D"

O presente pedido refere-se a um método e a um
teste para detecgdo da ativagdo da coagulagdo, especialmente
quando ela ¢ fesponsével por doengas venosas tromboembolicas, |
empregando ensaio de dimeros D e da fibrina solavel produzida
durante um processo de fibrinélise ativado em uma amostra de

sangue. O método da invengéo diz respeito 4 comparagéo do nivel

.de dimeros D correspondendo a degradagdo da fibrina soluvel e

do nivel de dimeros D da amostra com valores limite normais. O
teste da invengdo também pode ser usado para determinar se a

anticoagulagdo ¢ suficiente em um paciente.
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