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INTRODUCAO

Os disturbios tromboembdlicos séo resultantes de um desequilibrio do sistema
hemostatico, ocorrendo uma maior propensdo a formacdo de codgulos que, por sua
vez, passam a se fixar em determinadas localidades do organismo ou circulam pelo
sistema vascular. Os episddios tromboembdélicos acometem um grande numero de
pacientes, especialmente os internados em hospitais, sendo que as complicagcbes
decorrentes desses quadros fazem com que parte destes pacientes evolua ao 6bito. O
diagnostico pode ser dificil, exigindo a realizagdo de testes invasivos que consomem
tempo e geram um custo elevado para o sistema de saude. Com isso, ha um
crescente interesse na implantacdo de testes ndo-invasivos com um custo menor que
possam vir a contribuir para o diagnostico ou monitoramento destes pacientes.

Dentre os testes laboratoriais, um dos que mais vem se destacando
recentemente é o D-dimero, sendo este o menor produto de degradacgéo oriundo da
acdo da plasmina sobre a fibrina. Sua eficacia diagndstica tem sido relatada em uma
série de pesquisas realizadas nos mais diversos centros de pesquisa do mundo.
Atualmente, o D-dimero é reconhecido como o melhor marcador fisiolégico de
fibrindlise. Em virtude do sistema fibrinolitico estar envolvido em uma série de
distarbios, especialmente os tromboembdlicos, a determinagdo laboratorial de seus
niveis constitui uma importante ferramenta para o critério diagnostico de varios
quadros.

Uma das areas consideradas mais promissoras a aplicacdo do D-dimero na
triagem laboratorial se refere aos quadros suspeitos de doencas coronarianas,
especialmente o infarto agudo do miocardio (IAM). Ja vem sendo relatado que a
trombose intracoronariana desempenha um papel fundamental na patogénese do IAM.
Nos ultimos anos, alguns estudos vém demonstrando um forte grau de associacao
entre o0 risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e alguns fatores

tromboticos, incluindo o D-dimero, o qual constitui um fator de risco independente para



12

o desenvolvimento de distarbios cardiovasculares. A ativacao do processo inflamatério
e da coagulagdo sanglinea esta associada a um aumento do risco de trombose
coronariana, sendo que o D-dimero tem sido considerado um melhor indicador de
risco coronariano do que os marcadores inflamatorios.

No presente estudo transversal foram avaliados os niveis plasmaticos de
D-dimero e produtos de degradacdo da fibrina/fibrinogénio (PDF), além dos niveis
séricos de troponina cardiaca T (cTnT) a fim de estudar a associacdo entre estes
pardmetros na investigacdo dos distarbios tromboembdlicos. A melhor compreensao
da participagdo do sistema fibrinolitico nestes eventos pode contribuir futuramente
para o desenvolvimento de novas abordagens diagnésticas, colaborando com todos

aqueles que participam do processo.
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REVISAO DA LITERATURA

Consideracdes gerais sobre a hemostasia

A hemostasia pode ser definida como 0 processo que consiste na manutencao
do sangue no estado fluido, garantindo a permeabilidade da rede circulatéria e a
prevencdo da perda de sangue ocorrida nas situacdes de risco da integridade
vascular. Para que essas fungbes ocorram normalmente no organismo, sao
necessarios dois componentes principais: (a) um potente mecanismo prd-coagulante
capaz de formar tampfes hemostaticos nos sitios comprometidos por rompimento
vascular; (b) um sistema regulatério com capacidade de limitar a formacao de tampdes
hemostaticos somente para as areas comprometidas. A hemostasia normal é mantida
por um delicado equilibrio entre os mecanismos pré-coagulante e regulatério. No
momento em que este equilibrio é rompido, ocorre a instalacdo de um distarbio
hemostatico com sangramento excessivo ou com a formacéo de coagulos (1).

O mecanismo pré-coagulante € normalmente desencadeado a partir do dano
ou rompimento vascular. Ocorre inicialmente uma migracédo de plaquetas para o local
afetado, sendo entdo constituido o tampao plaquetério que é reforcado pela rede de
fibrina. Mecanismos anticoagulantes garantem um controle cuidadoso da coagulacdo
e, em condi¢cdes normais, pela necessidade da manutencéo do fluxo sangtineo, eles
prevalecem sobre os mecanismos pré-coagulantes. Distirbios ocorridos no balango
natural entre os sistemas pré-coagulantes e anticoagulantes devido a fatores
genéticos ou adquiridos podem resultar em alteragcdes hemorragicas ou trombdticas.
(1,2).

A hemostasia primaria compreende 0s mecanismos associados a formacao do
tampdo plaquetdrio enquanto que a hemostasia secundaria compreende o0s

mecanismos associados a formacdo das redes de fibrina. Na primaria, a resposta
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caracteristica das plaquetas diante de uma leséo vascular pode ser dividida em trés
fases principais: adesdo plaquetaria, ativacdo plaquetaria e a agregacado plaquetéria
(1,2). A hemostasia secundaria é caracterizada pela conversdo do fibrinogénio em um
gel insoluvel de fibrina. A formacédo das redes de fibrina contribui para a estabilizacéo
do tampéo plaquetario no local onde ocorreu o rompimento vascular. O processo de
formacdo do coagulo de fibrina pode ser dividido em duas fases: a primeira fase
consiste na formacao da enzima pro-coagulante trombina, enquanto que a segunda
fase consiste na conversdo do fibrinogénio para fibrina com a subseqlente
polimerizagdo e estabilizacdo. A trombina € uma enzima fundamental para a
coagulacéo sangulinea, apresentando muitas funcdes bioldgicas importantes, incluindo
a ativacao de plaquetas e a conversao do fibrinogénio em redes de fibrina. A trombina
é formada a partir de uma série de processos enziméticos conhecido como cascata da
coagulacdo. Existem pelo menos dois mecanismos iniciais envolvidos na formacgéo da
trombina, sendo estes conhecidos como vias intrinseca e extrinseca. Seus nomes
derivam do fato de que todos os componentes da via intrinseca sdo encontrados na
corrente circulatoria, enquanto que a via extrinseca necessita de fator tissular, sendo
este um componente ndo encontrado normalmente na corrente circulatéria (1-3).

A cascata da coagulacdo sangliinea é ativada quando o fator tissular
subendotelial é exposto/expresso para a circulagdo sangilinea devido ao dano ou
ativacdo do endotélio. Este processo pode ocorrer em virtude de uma lesao da parede
vascular ou pela ativacdo do endotélio desencadeada por substancias quimicas,
toxinas ou por citocinas nos processos inflamatérios (3).

Apds o dano vascular, o fator tissular se liga ao fator Vlla ocorrendo a formacéao
do complexo fator tissular:fator Vlla, sendo que este complexo converte os fatores IX e
X para as suas formas ativas (IXa e Xa). O fator Xa produzido estimula a producéo de
trombina que ativa parcialmente as plaquetas e interage com os pré-cofatores fator V e
fator VIII, produzindo os cofatores ativos fator Va e fator Vllla, respectivamente. O fator

VIII circula ligado ao fator de von W.illebrand, o qual € uma proteina com
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caracteristicas de adesividade importante para formacao do tampao plaquetario inicial.
Apl6s a ativacdo, o fator Vllla dissocia-se do fator de von Willebrand e forma um
complexo na superficie plaquetaria juntamente com o fator IXa. O complexo fator
Vllla:fator 1Xa produz uma rota alternativa para ativar o fator X, criando o fator Xa, o
qual participa do complexo protrombinase (fator Va:fator Xa). Este complexo converte
a protrombina em trombina, a qual desempenha um papel central na cascata da
coagulacdo. A trombina ativa o fator XI, que constitui uma via alternativa para produzir
o fator IXa. A trombina também ativa o fator Xlll, assim como varios cofatores,
guebrando o fibrinogénio e estimulando as plaquetas através da clivagem dos
receptores protease ativaveis (PARs). As plaquetas aceleram a ativacdo da cascata da
coagulacdo através da ligacdo do fator XI e também pelo fornecimento de uma
superficie trombogénica para a constru¢cao do complexo protrombinase (fator Va:fator

Xa)(2-4). A Figura 1 ilustra a série de reacBes envolvidas na cascata da coagulacao.

Extrinsic Intrinsic
-TF Vila] IX
== \ «— — XI

X ———> [Xa p————x
+ Va

PT —> [Thrombin|
:I\ ., Platelet
M

Xl
PAR
Fbg—»SFM ¥ |

[

Hemostasis/Thrombosis

Figura 1. A cascata da coagulacdo. Formagdo do complexo fator tissular (TF) e fator VIl ativado (Vlla)
gue inicia a coagulacdo resultando na ativacdo dos fatores X e IX. Alternativamente, o fator XI pode
ativar o fator IX. O complexo fator Va:fator Xa converte a protrombina (PT) em trombina. A trombina
ativa vérias proteases e cofatores, além de clivar o fibrinogénio em mondémeros sollveis (SFM), os
quais séo unidos pelo fator Xllla, e ativar os receptores protease ativaveis (PARs) das plaquetas que

conduzem a formacao do coagulo. Reproduzido de Mackman 2004 (4).
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A via extrinseca da coagulacdo envolve o0 mecanismo de ativacao iniciado in
vivo em resposta a um trauma fisico ou quimico. A via intrinseca € um mecanismo
alternativo da coagulacéo pelo qual a mesma também pode ser iniciada in vitro, sendo
gue esta envolve o fator XIl, cininogénio de alto peso molecular, pré-calicreina e fator
XI. O papel fisioldgico desta via ainda ndo esta completamente compreendido, uma
vez que ela ndo é importante nos casos conhecidos de ameaca da integridade
vascular. Da mesma forma, deficiéncias hereditarias de proteinas deste sistema néo
estdo associadas a disturbios hemorragicos, excetuando a deficiéncia do fator XI, a
gual constitui um disturbio hemorradgico moderadamente severo, talvez por integrar

também a chamada via extrinseca (2).

D-dimero

Durante a formacao de um trombo, os polimeros da fibrina sdo degradados
pela plasmina e passam a dar origem a produtos de degradacao de diferentes pesos
moleculares. O menor e melhor caracterizado destes produtos é o D-dimero, sendo
este constituido por duas subunidades idénticas derivadas de duas moléculas de
fibrina (5,6). Apresenta uma meia-vida de aproximadamente 8 horas sendo excretado
por via urinaria (7).

Embora baixos niveis de D-dimero possam ser detectados na circulacdo de
individuos saudaveis, seus niveis aumentam significativamente nos pacientes com
trombose venosa profunda (TVP) (8-11), embolia pulmonar (EP) (12-16), coagulacdo
intravascular disseminada (9), infarto do miocardio (17), cancer (18), complicacdes da
gravidez (19), sepse (20), entre outros. O D-dimero é reconhecido atualmente como o
mais especifico marcador para trombose e fibrindlise fisiol6gica (5). Apresenta uma
alta sensibilidade para o diagnostico de TVP e EP, embora ndo seja especifico para a
identificacdo destes distlrbios. A sua principal aplicagdo clinica diz respeito a

possibilidade de exclusdo diagnéstica de eventos tromboembdlicos quando os seus
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resultados sdo normais, ou seja, inferiores a 500 ng/mL. Devido a sua baixa
especificidade, a dosagem do D-dimero apresenta pouca ou nenhuma utilidade na
distincdo entre os pacientes com trombose daqueles pacientes sem trombose se eles
apresentarem idade superior a 60 anos ou hospitalizagdo por um periodo maior que
trés dias ou, ainda, apresentarem elevados niveis de proteina-C reativa (21).

Heim et al. recentemente relataram em sua meta-analise que a utilizacdo do D-
dimero como teste Unico ndo € recomendada para a exclusdo diagnéstica de TVP,
uma vez que o valor preditivo negativo observado geralmente € inferior a 90% (22). Os
resultados de D-dimero devem ser interpretados com cautela durante a gravidez, uma
vez que 0s seus niveis plasmaticos ultrapassam o limite de 500 ng/mL em todo
periodo gestacional, especialmente no terceiro trimestre, onde sdo encontrados
valores significativamente elevados, fazendo com que este pardmetro ndo seja
confiavel para a exclusdo diagndstica de tromboembolismo venoso em pacientes
gestantes (23). Eggebrecht et al. recentemente observaram niveis elevados de D-
dimero em pacientes que apresentam dissecacdo adrtica aguda, sugerindo a
implantacdo do referido pardmetro como teste complementar para a triagem
diagnéstica deste disturbio (24).

Quanto as técnicas para a mensuracao dos niveis de D-dimero, o método de
ELISA ainda continua sendo considerado o padrao-ouro. Um dos Unicos aspectos
negativos referentes a esta técnica ocorre em relacdo ao longo tempo de reacdo
necessario. Em virtude disso, outras técnicas que demandam um menor tempo de
ensaio vém sendo desenvolvidas e testadas, demonstrando serem eficazes para a
exclusdo diagnostica de eventos tromboembdlicos, incluindo algumas técnicas
automatizadas baseadas em imunoturbidimetria (15-21,25). As técnicas de aglutinagéo
em latex realizadas em placas vém sendo gradativamente substituidas pelas técnicas
automatizadas, uma vez que estas eliminam varios interferentes presentes nas
técnicas manuais. As Tabelas 1 e 2 abordam as metodologias disponiveis para a

mensuracao dos niveis de D-dimero bem como as suas respectivas caracteristicas.
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Tabela 1. Metodologias disponiveis para a mensuragédo do D-dimero.

Ensaios Nomes comerciais Metodologias Caracteristicas Referéncias
Quantitativo e reprodutivel, mas o
Dimertest tempo de ensaio limita 0 seu uso em Crippa et al. (27)
ELISA ELISA servicos de emergéncia
Alta sensibilidade, baixa especificidade
Asserachrom Ginsberg et al. (28)
Dimertest | Laaban et al. (29)
Latex Aglutinacédo em latex | Baixa sensibilidade, baixo valor
D-dimertest preditivo negativo se comparado com Duet et al. (15)

ELISA

Anticorpos Boa variabilidade interobservador Mauron et al. (30)
SimpliRED D-dimer | SimpliRED D-dimer | especificos contra Mais rapido e facil do que ensaios que | Turkstra et al. (31)

D-dimeros e utilizam ELISA ou latex

eritrocitos

Anticorpos

Imunofiltracédo

NycoCard D-dimer

monoclonais que
reagem diretamente
contra D-dimeros

F&cil de interpretar, rapido e simples

Dale et al. (32)

Imunoturbidimetria

Liatest D-dimer

Microparticulas de
latex revestidas com
anticorpos anti-D-
dimeros

Réapido e totalmente automatizado com
boa concordancia com os resultados
obtidos por ELISA

Barro et al. (33)

Adaptado de Mavromatis et al. (26) com modificacfes.

Tabela 2. Caracteristicas das diferentes técnicas para deteccao de D-dimero.

Técnicas Exemplos Sensibilidade Especificidade Comentérios

ELISA em Asserachrom Ddi e Considerada o padrao-ouro; adequada para

microplaca Fibrinostika FbDP Alta Baixa analise em série mas ndo conveniente
devido ao longo tempo do ensaio

ELISA VIDAS ELISA Alta Baixa Sensibilidade similar ao ELISA classico em
microplacas, sendo um ensaio quantitativo
Réapida; sensibilidade comparavel ao ELISA
Imunofiltragao NycoCard e Instant IA Alta Baixa a em microplacas; qualitativo ou

intermediaria

semiguantitativo

Aglutinagdo em latex
de primeira geragdo

Dimertest e D-Dimertest

Intermediaria

Intermediéria

Répida, mas insuficientemente sensivel
para uso clinico

Aglutinagdo com
sangue total

SimpliRED

Geralmente alta,
mas intermediaria
em alguns estudos

Intermediaria

Réapida, pode ser realizada no sangue total,
sendo qualitativa ou semiquantitativa

Aglutinacdo em latex
de segunda geragéo
(imunoturbidimetria)

TinaQuant e Liatest

Alta

Intermediaria

Réapida; sensibilidade comparavel ao ELISA
em microplacas; quantitativo ou
semiquantitativo

Adaptado de Kelly et al. (6) com modificacBes.
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Os niveis de D-dimero aumentam significativamente nos pacientes com
eventos tromboembdlicos, especialmente nos casos de EP e TVP. Com isso, varios
autores vém desenvolvendo estudos que demonstram a aplicacdo diagnéstica do D-
dimero nestes distarbios. Entretanto, € importante salientar que niveis elevados de D-
dimero ndo confirmam o diagndstico de EP e nem de TVP, servindo como um teste de
triagem preliminar a outros métodos utilizados na investigacao clinica, incluindo alguns
testes invasivos. A principal aplicacdo clinica do D-dimero esta na exclusédo
diagnéstica de EP e TVP quando os seus niveis estdo normais, ou seja, inferiores a
500 ng/mL. O valor preditivo negativo (VPN) deste teste € muito elevado para EP e
TVP, o que confirma a capacidade que este teste tem de excluir o diagnéstico destes
distirbios quando os seus valores estdo normais. A Tabela 3 apresenta alguns

estudos demonstrando a eficacia do D-dimero na exclusé@o diagnéstica de EP e TVP.

Tabela 3. Aplicacdo do D-dimero para a excluséo diagnéstica de TVP e EP.

Disturbio NUmero de pacientes VPN Referéncia
TVP 445 99,4% Kearon et al. (8)
TVP 468 93,3% Kovacs et al. (10)
TVP 100 87,1% Bucek et al. (34)
EP 525 98,3% Kovacs et al. (10)
EP 196 99% Perrier et al. (13)
EP 87 96% Duet et al. (15)
EP 171 92% Bounameaux et al. (18)

Os valores apresentados no estudo realizado por Kovacs et al. (10) estdo expressos
como a média de trés métodos diferentes de determinacdo de D-dimero avaliados

pelos respectivos autores.
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Produtos de degradacgéo da fibrina/fibrinogénio (PDF)

Os PDF constituem um grupo heterogéneo de polipeptideos resultantes da
acdo da plasmina sobre o fibrinogénio e também sobre os polimeros de fibrina. Desta
protedlise resulta uma série de fragmentos com diferentes pesos moleculares, sendo
gue o melhor caracterizado destes é o D-dimero (35). A determinacdo simultanea dos
niveis de PDF e D-dimero permite avaliar o grau de ativacao da coagulacdo ocorrida
nos diferentes distirbios hemostaticos, especialmente no que se refere a
fibrinogendlise e fibrindlise. Embora a utilizacdo clinica dos PDF ja esteja bem
estabelecida, os ensaios de aglutinacdo em latex amplamente utilizados para a
deteccdo de PDF que empregam anticorpos para os fragmentos D e E do fibrinogénio
nao conseguem diferenciar a fibrindlise primaria da fibrindlise secundaria (36).

Os achados laboratoriais da coagulacdo intravascular disseminada (CIVD)
podem ser extremamente variaveis, complexos e de dificil interpretacdo. Embora a
utilizacdo clinica dos PDF ja esteja bem estabelecida, é possivel observar uma
elevacdo nos niveis de PDF em outras condi¢cdes diferentes da CIVD, incluindo
pneumonia, angina e infarto agudo do miocardio. A falta de especificidade das
técnicas utilizadas para a deteccdo dos PDF tem sido uma das principais objectes
contra a sua utilizacdo como ferramenta laboratorial para a investigacdo clinica
(12,36). Além disso, os resultados podem ser falso-negativos em funcao da baixa
sensibilidade, quando comparado as técnicas de ELISA, ou também apresentar
discordancias nas situacdes em que ocorre fibrinogendlise acelerada sem fibrindlise
secundaria ou quando a concentracdo dos monOmeros sollveis de fibrina esta

elevada (36).
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Troponinas cardiacas

As troponinas séo proteinas que integram as células musculares esqueléticas,
sendo que elas se apresentam na forma de complexo juntamente com as moléculas
de actina e tropomiosina. Este complexo consiste em trés subunidades protéicas:
troponina C, troponina T e troponina |. A troponina C liga-se ao calcio e regula a
ativacao dos filamentos finos durante a contracdo, sendo que o peso molecular de sua
isoforma cardiaca é 18 kDa. A troponina T faz a ligacdo do complexo troponina com a
tropomiosina, sendo que a sua isoforma cardiaca apresenta um peso molecular de 37
kDa. A troponina |, por sua vez, previne 0 processo de contracdo na auséncia de
célcio e troponina C, sendo que a sua isoforma cardiaca apresenta um peso molecular
de 23 kDa (37).

Dentre as proteinas cardio-especificas, as troponinas cardiacas T (cTnT) e |
(cTnl) sdo consideradas os melhores marcadores para o diagnostico do IAM porque
elas aparecem precocemente no soro ap0s o inicio dos sintomas (4-12h) e
permanecem alteradas por 4-10 dias (38,39), sendo que seus resultados nao
apresentam elevagdo quando a troponina proveniente do muasculo esquelético esta
presente (40). Os marcadores bioguimicos sdo mais sensiveis e especificos do que as
técnicas de imagem para o diagndstico de necrose do miocardio (41).

As cTnT e cTnl constituem parametros altamente especificos para a detec¢éo
de lesdes ocorridas no miocardio e ambas apresentam a mesmo valor progndstico
(37,42,43). Na doenca coronariana arterial instavel, uma elevagdo dos niveis de
troponina indica um alto risco e uma alta atividade do sistema da coagulacéo (44).

Metzler et al. recentemente relataram a evidéncia de que a cTnT pode servir
como parametro para estimar a extensdo do infarto (45). Remppis et al. também
relataram que a mensuracdo dos niveis de cTnT permite estimar a extenséo do infarto,
especialmente no tempo de 96 horas apoés o inicio da dor, onde foi observado um forte

grau de correlacdo entre estes parametros (46). Bertinchant et al. demonstraram uma
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associacdo significativa entre o nivel sérico maximo de cTnT e a extensdo das
alteracdes morfolégicas do miocardio em modelo experimental utilizando ratos. A cTnT
demonstrou grande capacidade para detectar os menores danos no miocardio
induzidos por doxorubicina em comparagdo com outros marcadores, incluindo cTnl,
CK-MB massa e CK (47). Mullen et al. recentemente investigaram a capacidade da
cTnl e/ou cTnT em avaliar o indice de rejeicdo apds o transplante cardiaco, sendo
demonstrado que elas ndo constituem parametros Uteis para predizer a rejeicao do

transplante cardiaco (48).

Coagulacéao e o desenvolvimento de lesfes cardiacas

A trombose intracoronariana desempenha um papel fundamental na
patogénese do infarto agudo do miocéardio (IAM), sendo que a formacdo do trombo
geralmente precede a lesdo do miocérdio (49,50). Nos Ultimos anos, alguns estudos
vém demonstrando um forte grau de associacdo entre o risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares com alguns fatores trombaticos, especialmente em relacao
ao D-dimero, fibrinogénio e fator de von Willebrand (50-52). Yarnell et al. inclusive
descrevem que os fatores trombaéticos estdo mais associados ao desenvolvimento de
doencas coronarianas do que os proprios niveis de colesterol total e o habito de fumar
(52). Outros fatores associados a inflamacéao, disfuncédo endotelial e a resisténcia a
insulina também influenciam no processo de interacdo entre o sistema hemostético e o
desenvolvimento de doengas vasculares (50,53).

As células endoteliais produzem substancias que apresentam efeito pro-
coagulante e também anticoagulante, fazendo com que o funcionamento normal do
endotélio seja essencial para a manutencdo do balanco hemostatico, sendo que uma
disfunc@o ocorrida no endotélio contribui para o desenvolvimento de trombose. Em
condi¢des normais, a manutencdo do endotélio em seu estado integro impede a agéo

de proteinas subendoteliais com acdo protrombética, fazendo com que o ténus
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vascular seja mantido (50). A formacdo de um trombo intracoronariano, que
normalmente ocorre ap6s a ruptura de uma placa de ateroma, precede o
desenvolvimento da necrose do miocardio com a subsequente liberacdo de
macromoléculas intramiocérdicas. Alguns estudos tém sugerido que elevadas
concentracoes de fibrinogénio podem influenciar a formacdo das placas de ateroma e
de trombos, constituindo um importante fator de risco para doencas cardiovasculares
(54,55). Recentemente foi demonstrado que os inibidores do fator tecidual parecem
modular o processo de formacdo do trombo nas placas de ateroma, uma vez que a
exposicao do fator tecidual ativa a via extrinseca da coagulacao (50).

Durante o desenvolvimento da trombose, a ativacdo da trombina precede a
formacéo e degradacéao da fibrina. O D-dimero é um produto de degradacao da fibrina,
sendo, portanto, indicativo de fibrindlise, confirmando a participacao da trombina e da
plasmina neste processo (49). Embora os niveis de D-dimero estejam elevados na
presenca de necrose do miocérdio, esse parametro pode constituir um potencial
marcador para a deteccdo da ativacdo da coagulacdo que ocorre juntamente a
superficie da placa de ateroma, especialmente nas situacBes onde ndo tenham
ocorrido alteracdes nos niveis de troponina ou CK-MB, uma vez que a ativacao da
coagulacéo precede o evento necroético (53).

Apesar de alguns estudos preliminares estarem demonstrando uma associacao
entre alguns marcadores hemostéticos, especialmente o D-dimero, ou moléculas de
adesdao celular e o risco de eventos isquémicos recorrentes, o valor preditivo destes
marcadores ainda nao foi determinado para os pacientes que apresentam dor toracica
aguda com niveis normais de troponina cardiaca (53). As investigacdes mais
promissoras em busca da deteccéo da trombose coronariana e de suas complicagbes
parecem envolver a determinacdo de marcadores plasmaticos de formacédo e
degradacdo de fibrina, uma vez que niveis plasmaticos elevados de D-dimero
constituem um fator de risco independente para o desenvolvimento de eventos

cardiovasculares (35,56).
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Menown et al. recentemente relataram que a determinacdo dos niveis de D-
dimero e de marcadores inflamatorios, especialmente a P-selectina, nos pacientes
com dor toracica aguda, permite avaliar o risco para eventos isquémicos recorrentes
(53). A hipercolesterolemia também estd associada a presenca de altos niveis de
marcadores inflamatérios, sendo que esta combinacdo esta diretamente associada a
um aumento do risco de doenca cardiovascular. Considerando que a inflamacao
desempenha um papel chave na patogénese da aterotrombose, o tratamento a base
de substancias que atuam para diminuir os niveis séricos de lipideos podem diminuir
os distarbios cardiacos através da reducao da trombose (50).

A ativacao do processo inflamatério e da coagulacdo sangiinea esta associada
a um aumento do risco de trombose coronariana, sendo que o D-dimero tem sido
considerado um melhor indicador de risco coronariano do que o0os marcadores
inflamatérios. Além disso, tem sido verificado que os niveis de D-dimero se
correlacionam com os niveis de proteina C reativa e de interleucina-6 (57,58). Mair et
al. demostraram que a determinacdo do complexo trombina-antitrombina Il apresenta
alta sensibilidade para a investigacdo do IAM, conseguindo detectar a fase inicial do
processo trombdético, entretanto, este parametro apresenta elevagcdo em outras
situacfes em que também ocorre a ativacdo da coagulacdo, sendo necessario a
mensuracao dos niveis de proteinas cardio-especificas para o correto diagnostico do
IAM (49). Ottani et al. recentemente descreveram que 0s pacientes que apresentavam
elevacdes dos niveis de cTnl associadas a elevac¢des nos niveis de PDF no momento
da admissdo apresentavam um risco de evolucdo para trombose coronariana muito
maior do que os pacientes com evidéncia bioquimica isolada de lesdo do miocardio
(35).

O sistema fibrinolitico desempenha um papel chave na fisiopatologia dos
disturbios cardiovasculares. A principal enzima que atua no sistema fibrinolitico é a
plasmina, sendo que esta degrada os polimeros de fibrina. A plasmina é formada a

partir do plasminogénio com o envolvimento do ativador tecidual do plasminogénio
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(tPA). Somente um pequeno percentual do tPA é encontrado na forma ativa, sendo
gue a maior parte do tPA remanescente € encontrado na forma de complexo com o
seu inibidor, o inibidor do ativador do plasminogénio-l (PAI-I). E possivel dizer que a
atividade fibrinolitica é dependente do balanco entre o tPA e o PAI-I (50). Alguns
estudos tém inclusive associado as altera¢des ocorridas no tPA e no PAI-I1 ao aumento

do risco de desenvolvimento de infarto do miocardio (50,59).
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar o grau de associacdo entre os niveis de D-dimero, produtos de
degradacao da fibrina/fibriogénio (PDF) e troponina cardiaca T (cTnT) na investigacao

dos distUrbios tromboembélicos.

Especificos

Comparar 0s niveis plasmaticos de D-dimero obtidos por um método
imunoturbidimétrico (Liatest D-Dimer) com os niveis plasmaticos de PDF determinados

por aglutinacéo em latex.

Investigar o grau de associacao entre os niveis plasmaticos de D-dimero e o tempo de

reacdo necessario para a deteccao dos PDF.

Avaliar os niveis de D-dimero e cTnT nos pacientes com suspeita de apresentarem
lesGes no miocardio para investigar se existe uma associacdo entre a extensdo da

trombose intracoronariana e o dano no miocardio.
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D-Dimer and Its Relationship to Fibrinogen/Fibrin Degradation
Products (FDPs) in Disorders Associated With Activation of
Coagulation or Fibrinolytic Systems
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Levels of D-dimer and fibrinogen/fibrin
degradation products (FDPs) are signifi-
cantly elevated in patients with deep
venous thrombosis, pulmonary embolism,
disseminated intravascular coagulation, or
other complications. The diagnosis of these
disorders can be difficult, time-consuming,
and expensive. Assays for the detection of
FDPs and D-dimer are used in many
laboratories to investigate these disorders.
The aim of this study was to compare
.plasma D-dimer levels obtained by
the immuno-turdimetric method (Liatest D-
Dimer; Diagnostica Stago, Asniéres, France)
with plasma FDPs were measured by latex
agglutination to investigate the relationship
between these parameters. These immu-
noassays were tested in 144 blood sam-
ples from patients with suspected disorders

associated with activation of coagulation or
fibrinolytic systems. D-dimer and FDPs
assays were performed in plasma samples
by the use of Liatest D-dimer and plasma
FDPs (Diagnostica Stago), respectively.
Patients were divided into four groups
according to plasma D-dimer levels. In
group 1, 47.4% had negative FDPs and
52.6% had positive FDPs. In group 2,
15.4% had negative FDPs and 84.6% had
positive FDPs. In group 3, 10.3% had
negative FDPs and 89.7% had positive
FDPs. All of the patients in group 4 had
positive FDPs. It was shown that plasma
D-dimer levels measured by Liatest
D-dimer have a relation to FDP levels
measured by latex agglutination. J. Clin.
Lab. Anal. 17:77-79, 2003.  © 2003 Wiley-

Liss, Inc.

Key words: hemostasis; D-dimer; fibrinogen/fibrin degradation products; fibrinolysis;

immunoassays

INTRODUCTION

Hemostasis requires an interesting balance between
coagulation and fibrinolysis. During thrombus forma-
tion, plasmin degrades cross-linked fibrin polymers,
resulting in the formation of a number of soluble cross-
linked fibrin degradation products of various molecular
weights. The smallest and most well characterized of
these products is D-dimer (1,2).

Although low levels of D-dimer and fibrinogen/fibrin
degradation products (FDPs) can be detected in the
circulation of healthy individuals, concentrations are
significantly elevated in patients with deep venous
thrombosis (2-5), pulmonary embolism (6—10), dissemi-
nated intravascular ‘coagulation (5), or other complica-
tions. The diagnosis of venous thromboembolism,
whether as deep vein thrombosis or pulmonary embo-
lism, can be difficult, time-consuming, and expensive.

© 2003 Wiley-Liss, Inc.

There is increasing interest in the use of D-dimer tests to
improve the diagnostic procedure by reducing the need
for expensive and invasive testing (11). Assays for the
detection FDPs and D-dimer are used in many
laboratories for the investigation of disorders associated
with activation of the coagulation and/or fibrinolytic
systems. It is now accept that D-dimer, which is formed
only by plasmin-mediated proteolysis of cross-linked
fibrin, is the most specific marker for thrombosis and
physiological fibrinolysis (1).

*Correspondence to: Rafael Noal Moresco, Laboratorio Central de
Analises Clinicas, Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre,
Rua Prof. Annes Dias 285, Porto Alegre, RS, 90020-090, Brasil.
E-mail: rnmoresco@yahoo.com.br

Received 1 November 2002; Accepted 6 January 2003
DOI 10.1002/jcla. 10072
Published online in Wiley InterScience (www.interscience.wiley.com).



78 Moresco et al.

Many of the tests currently used to determine D-
dimer levels involve enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) or latex agglutination technologies. The
aim of this study was to compare plasma D-dimer levels
obtained by the immuno-turdimetric method (Liatest D-
Dimer) with plasma FDPs levels measured by latex
agglutination to investigate the relationship between
these parameters.

MATERIALS AND METHODS

In this study 144 blood samples from patients with
suspected disorders associated with activation of the
coagulation or fibrinolytic systems were tested using D-
dimer and FDPs immunoassays. Patients were classified
into four groups according to plasma D-dimer levels.
This protocol was approved by the Ethics Committee of
Santa Casa Hospital.

Blood samples were collected by venous puncture and
put into tubes containing a 0.109 mol/L concentration of
trisodium citrate (9:1, vol:vol). Platelet-poor plasma was
obtained by centrifuging the samples for 10min at
2,500 g. D-dimer and FDPs assays were performed on
each sample.

The Liatest D-dimer (Diagnostica Stago, Asniéres,
France) is a quantitative and automated immunoassay.
A microlatex suspension was coated covalently with two
complementary monoclonal antibodies specific for fibrin
degradation products. The assay was performed by
mixing 50pL of undiluted plasma with 100puL of
reaction buffer, and the test was initiated with 150 pL
of latex suspension. The test is fully automated. The
change in absorbance, measured at 540nm on STA
Compact analyzer (Diagnostica Stago), was automati-
cally recorded for 140sec and represented a direct
relationship to D-dimer concentration in the specimen.
Results were expressed in ng/mL of fibrinogen equiva-
lent units.

The plasma FDPs assay (Diagnostica Stago) is a
semiquantitative assay for the detection of FDPs. In the
presence of corresponding antigens, the latex particles
coated with monoclonal anti-FDPs antibodies aggluti-
nate to form macroscopic clumps. Following the
manufacturer’s protocol, each patient’s plasma was
tested at two dilutions: 1:2 and 1:8. The assay was
performed by mixing 20 uL of the patient’s 1:2 diluted
plasma with 20 pL of latex suspension and 20 uL of the
patient’s 1:8 diluted plasma with 20uL of latex
suspension at different positions of the test card. The
assay was performed in 3min, and results were
expressed in pug/mL (<5pg/mL, 5-20 pg/mL, and >20
pg/mL). In this study, the FDPs results were classified as
positive when their levels were =5 pg/mL, and negative
when they were <5pg/mL.
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D-dimer levels in the groups were compared with
FDPs using chi-square tests with adjusted residuals. The
relationship between the specificity and sensitivity of the
D-dimer and FDPs assays were compared by use of a
receiver operating characteristics (ROC) curve.

RESULTS

Plasma D-dimer levels in the groups ranged from 410
to 1,980 ng/mL (see Table 1).

Of the 57 patients in group 1, 27 (47.4%) had negative
FDPs and 30 (52.6%) had positive FDPs. In group 2 (n
= 26), four patients (15.4%) had negative FDPs and 22
(84.6%) had positive FDPs. In group 3 (n = 29), three
patients (10.3%) had negative FDPs and 26 (89.7%) had
positive FDPs. In group 4 (n = 32), when plasma D-
dimer levels were >1,600 ng/mL, all patients had
positive FDPs, as shown in Table 2 and Fig. 1. ROC
analysis demonstrated that plasma D-dimer levels
> 1,420 ng/mL were directly associated to positive FDPs
(FDPs levels =5 pg/mL).

DISCUSSION

This study demonstrated a relationship between
plasma D-dimer and FDPs levels in the patients studied.
It was verified that when D-dimer levels increased in the
groups, FDPs detection increased also. However, when
small alterations in plasma D-dimer levels occurred in
patients with disorders associated with activation of the
coagulation or fibrinolytic systems, the FDPs were
generally negative. Although FDPs are consistently
elevated in hemostatic disorders, and have become well
established in the armamentarium of many coagulation

TABLE 1. D-dimer levels in the patient groups
D-dimer (ng/mL)

Group 1 5904120
Group 2 920490

Group 3 1380+ 100
Group 4 1780+ 110

Results expressed in mean +5D.

TABLE 2. FDPs results in the patient groups
Negative FDPs Positive FDPs

[

Group 1 (n=57) 7 30
Group 2 (n=26) 4 22
Group 3 (n=29) 3 26
Group 4 (n=32) 0 Ky

Results expressed in number of patients with negative or positive
FDPs.
4P <0.05.
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Fig. 1. Relationships between plasma D-dimer levels and FDPs in
four patient groups.

laboratories, a lack of specificity in the assay has been
one of the most important objections to their use (6).
The poor performance of latex FDPs assays may be
attributable, in part, to two factors: the assay is
semiquantitative, and the interpretation of agglutination
patterns varies among investigators.

Plasma D-dimer levels obtained by the immuno-
turdimetric method (Liatest D-Dimer) are important
parameters for pulmonary embolism exclusion diagnosis
(9) and other hemostatic disorders. The measurement of
D-dimer levels by Liatest D-dimer has more advantages
than the measurement of plasma FDPs by latex
agglutination. More importantly, there is a strong
agreement between results from the Liatest D-dimer
technique and the standard ELISA method (8).

In conclusion, plasma D-dimer levels measured by
Liatest D-dimer have a relation to FDPs levels measured
by latex agglutination, and D-dimer levels >1,420ng/
mL are directly associated with positive FDPs. The
measurement of D-dimer in plasma has a definite role in
the diagnosis of patients with disorders associated with
activation of coagulation or fibrinolytic systems, includ-
ing pulmonary embolism, deep venous thrombosis,
disseminated intravascular coagulation, and other com-
plications.
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ABSTRACT

D-dimer and fibrinogen/fibrin degradation products (FDP) levels are elevated in
subjects with thromboembolic disorders, and the assays for detection of D-dimer and
FDP are used in many laboratories for the investigation of these disorders. The aim of
this study was to evaluate the association between the plasma levels of D-dimer and
FDP in the investigation of thromboembolic disorders. D-dimer and FDP
immunoassays were performed in 217 consecutive blood samples from subjects with
suspected of thromboembolic disorders by use of Liatest D-dimer and Plasma FDP.
FDP results were classified in: <5, 5-20, >20 ug/mL, and D-dimer levels obtained in
these groups ranged to 350-1210 ng/mL, 420-1960 ng/mL, and 1190-51170 ng/mL,
respectively. A significant association between D-dimer levels and the reaction times
necessary to occur agglutination in latex agglutination test for FDP was observed.
There was an association between plasma levels of D-dimer and FDP. The preliminary
determination of FDP levels could be useful because it allows estimating the D-dimer
levels before of the automated systems analysis, reducing costs associated to dilutions

of plasma samples.

Key Words: D-dimer; fibrinogen/fibrin degradation products (FDP); thromboembolism;

immunoassays.
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INTRODUCTION

Haemostasis is one of the most basic of host defense mechanisms, serving to
preserve the integrity of circulatory system. It consists of an integrated process of
checks for vascular damage as well as balances between procoagulant and
anticoagulant functions of blood and the vessel wall, preventing both excess bleeding
and unwanted thrombosis. Haemostasis requires an interesting balance between
coagulation and fibrinolysis. During thrombus formation, plasmin degrades cross-linked
fibrin polymers resulting in the formation of a number of soluble cross-linked fibrin
degradation products of varying molecular weights. The smallest and better
characterized of these products is D-dimer (1). Although low levels of D-dimer and
fibrinogen/fibrin degradation products (FDP) can be detected in the circulation of
healthy individuals, their levels are significantly elevated in patients with deep venous
thrombosis (DVT) (1-4), pulmonary embolism (PE) (5-9), disseminated intravascular
coagulation (2), myocardial infarction (10), cancer (11,12), and sepsis (13). It is well
accepted in the clinical setting that the normal value of D-dimer is a reliable indication
of the absence of thrombosis. D-dimer is a degradation product of cross-linked fibrin.
Fibrinogen/fibrin degradation products (FDP) do not distinguish between the plasmin
degradation of fibrin or fibrinogen. D-dimer is now accepted as a global indicator of
coagulation activation and fibrinolysis, and its half-life is approximately 8 hours, with
plasma clearance by urinary excretion and by the monocyte macrophagic system
(14,15).

Assays for detection of D-dimer and FDP are used in many laboratories for the
investigation of disorders associated with activation of the coagulation and fibrinolytic
systems, including thromboembolic disorders. It has been suggested that screening for
venous thomboembolic disease using D-dimer is a cost-effective method. D-dimer
levels of 500 ng/mL have been established as being 97% sensitive for venous
thromboembolic events (16). FDP assay, being as unspecific as it is, has being

increasingly substituted by D-dimer assays. The former, however, is significantly less
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expensive and accordantly still used in several laboratories all over the world even with
obviously diagnostic limitations. Considering the importance of fibrinolysis and
fibrinogenolysis in the development of thromboembolic disorders, the aim of this study
was to investigate the association between plasma levels of D-dimer and FDP in

subjects with suspected of thromboembolic disorders.

MATERIALS AND METHODS

We investigated 217 consecutive blood samples from subjects with suspected
of thromboembolic disorders. In this study we do not classified the subjects according
their thromboembolic disorders due to the large variability of these disorders. Blood
samples were collected by venous puncture into tubes containing 0.109 mol/L
trisodium citrate at a ratio of nine parts blood to one part citrate and centrifuged for 10
minutes at 2500 g. D-dimer and FDP assays were performed on each sample. This
study was approved by Institutional Review Board from Santa Casa University
Hospital.

D-dimer was performed by use of gquantitative and automated immunoassay
Liatest D-dimer (Diagnostica Stago, Asniéeres, France). A microlatex suspension was
coated covalently with two complementary monoclonal antibodies specific for fibrin
degradation products. The assay was performed by mixing 50 uL of undiluted plasma
with 100 uL of reaction buffer, and the test was initiated with 150 pL of latex
suspension. The change in absorbance, measured at 540 nm on STA Compact
analyzer (Diagnostica Stago, Asniéres, France), was automatically recorded for 140
seconds and represented a direct relationship of D-dimer concentration in the
specimen. Results were expressed in ng/mL of fibrinogen equivalent units.

Plasma FDP (Diagnostica Stago, Asnieres, France), a semi-quantitative assay,
was used for detection of FDP. In the presence of the corresponding antigens, the latex
particles coated with monoclonal anti-FDP antibodies agglutinate to form macroscopic

clumps. Following the manufacturer’'s protocol, each patient's plasma is tested at two
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dilutions: 1:2 and 1:8. The assay was performed by mixing 20 uL of the patient’'s 1:2
diluted plasma with 20 uL of latex suspension and 20 uL of the patient’s 1:8 diluted
plasma with 20 pL of latex suspension in different positions of the test card. The assay
was performed in 3 minutes and results were expressed in pg/mL (<5, 5-20 and >20
ug/mL). FDP levels are higher than 20 ug/mL in the presence of agglutination in both
patients’ plasma dilutions. The endpoint was determined in the first appearance of
agglutination. The reaction times necessary to occur agglutination in both plasma
dilutions of the subjects presenting FDP levels >20 pg/mL were evaluated and
compared to respective D-dimer levels obtained by Liatest.

The association between D-dimer and FDP levels was evaluated using Kruskal-
Wallis test and Dunns multiple comparison post-test. The relationship between D-dimer
levels and the reaction times necessary to detect FDP levels >20 ug/mL in the latex
agglutination (FDPt) was evaluated by regression analysis, and P<0.05 was

considered statistically significant.

RESULTS

Plasma D-dimer levels ranged from 350 to 1210 ng/mL in the subjects
presenting FDP <5 ug/mL. When FDP levels were 5-20 pug/mL, D-dimer ranged from
420 to 1960 ng/mL, and D-dimer levels between 1190 and 51170 ng/mL were
observed in subjects presenting FDP >20 pg/mL. The Table 1 showed the association
between D-dimer and FDP levels.

D-dimer levels obtained in the subjects presenting FDP >20 pg/mL were
associated to the reaction times necessary to occur agglutination in both plasma
dilutions of this latex agglutination test. The reaction times ranged from 2 to 98
seconds, while D-dimer levels ranged from 1190 to 51170 ng/mL, as indicated in the

Figure 1. A significant association between D-dimer levels and FDPt was observed
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(r=0.87, P<0.001), and the increase of D-dimer levels was associated to decrease of
FDPt.
Table 1.

Figure 1.

DISCUSSION

This study reported an association between plasma D-dimer and FDP levels in
the investigation of thromboembolic disorders. The thromboembolic disorders may not
have the same level of coagulation or fibrinolysis activation but the association reported
in this study probably could be applied to various thromboembolic disorders. D-dimer
levels obtained by immunoturbidimetric method were higher in the group of subjects
presenting FDP >20 pg/mL. D-dimer is the more appropriate laboratory test for
investigating thromboembolic disease but there is no need to run D-dimer unless
suspect primary fibrinogenolysis if FDP >20ug/mL. We recently reported a relationship
between D-dimer and FDP levels in the investigation of disorders associated with
activation of fibrinolytic or coagulation systems, and D-dimer levels >1420 ng/mL were
directly associated to positive FDP (17). D-dimer is the smallest cross-linked fibrin
degradation product. Although D-dimer could be measured by automated specific
assays, including ELISA or immunoturbidimetric methods, a latex agglutination test for
FDP, which detect fibrinogen and fibrin degradation products also, allows detecting D-
dimer indirectly. The time necessary to detect plasma FDP levels >20 ug/mL
decreased with the increased of D-dimer levels. It is possible to suggest that D-dimer
levels were inversely proportional to the time necessary to occur agglutination in the
latex agglutination test employed in this study. Wilde et al. found a close correlation
between the elevation of D-dimer and serum FDP levels (2). High levels of D-dimer are
particularly common among individuals who have experienced recent trauma and those

with pregnancy or malignancy because these states may be associated with
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accelerated coagulation and fibrinolysis (18). The decrease of D-dimer during
unfractionated and low-molecular-weight heparin treatment in DVT is associated also
to an improved of Marder score (19). Marder score is a quantitative phlebographic
method based on the calculated relative area and degree of occlusion in the venous
system (20).

The potential for blood laboratory tests investigated the stages of fibrinolysis
has been received enthusiastically by clinicians eager to avoid expensive radiologic
testing for exclusion of thromboembolic disorders. D-dimer measurement using a
specific assay, e.g. Liatest D-dimer, presents more advantages than manual latex
agglutination tests. However, the FDP assay is much cheaper than the D-dimer assay,
and FDP usually is a manual semi-quantitative assay. In Brazil, a lot of clinical
laboratories did not have automated systems for evaluations of some laboratorial tests
employed for the investigation of thromboembolic disorders, including the D-dimer.
Besides, the preliminary determination of FDP levels could be useful also for the
clinical laboratories that have automated systems because it allows estimating the D-
dimer levels before of the automated systems analysis, reducing costs associated to
dilutions of plasma samples. The time necessary to determination of D-dimer levels
could be optimized also. The results we present here suggests further studies in order
to test the applicability of FDP as a laboratory tool for determine which D-dimer assay
dilution should be start with in order to save laboratory reagents and, at the clinical
setting, there should be a prospective study looking for a possible relation on D-dimer

and FDP assays for laboratory prediction of patients outcomes.
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Table 1. Association between the plasma levels of FDP (ug/mL) and D-dimer (ng/mL).

FDP <5 5-20 >20
n 37 80 100
D-dimer 551 £43.6 1147% +51.4 8773 +981.2

Values are given as number of subjects and mean + SEM. ?P<0.01 and "P<0.001.
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Figure 1. Association between D-dimer levels and the
time necessary to detect FDP levels >20 ug/mL

(P<0.001).
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ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI) disrupts cardiac cell membranes, releasing
intracellular cardiac proteins into the vascular system. Some of these proteins,
including the cardiac troponin subunits T and | have proven useful in diagnosing of
myocardial damage. Intracoronary thrombosis plays a key role in the pathogenesis of
AMI, and the formation of an occlusive thrombus usually precedes the development of
myocardial damage. To evaluate whether there is an association between the size of
intracoronary thrombosis and myocardial damage, we analyzed D-dimer and cTnT
levels in the blood samples from patients suspected of myocardial damage. We
investigated 102 patients admitted to emergency service with suspected of myocardial
damage. D-dimer was performed in plasma by use of the immunoassay Liatest D-
dimer, and cTnT levels were measured by use of an electrochemiluminescence
immunoassay (Troponin T STAT, Roche). D-dimer levels were lower in patients with
cTnT <0.01 than patients presenting cTnT >0.01 ng/mL. We investigated the
relationship between D-dimer and cTnT levels in the patients with ¢cTnT >0.01 ng/mL
(0.40 + 0.10 ng/mL) but the absence of significant agreement (r=0.20, P>0.05) was
observed. The levels of D-dimer were not associated to the levels of cTnT in the

patients that presented cTnT >0.01 ng/mL.

Key words: myocardial; haemostasis; thrombosis; cardiac troponin T; D-dimer.
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INTRODUCTION

Acute myocardial infarction (AMI) disrupts cardiac cell membranes, releasing
intracellular cardiac proteins into the vascular system. Some of these proteins,
including myoglobin, creatine kinase-MB (CK-MB), lactate dehydrogenase (LDH) type
1, and cardiac troponin subunits T and | have proven useful in diagnosing AMI (1). In
many patients with chest pain, the correct diagnosis of myocardial cell injury is
dependent mainly on cardiac markers, because the electrocardiogram is often non-
diagnostic (2). Traditional biochemical markers, including creatine kinase (CK), CK-MB
isoenzyme, LDH and aspartate aminotransferase, play a limited role in the diagnosis of
AMI because their specificity and sensitivity are unsatisfactory (3). The measurement of
serum cardiac troponin T (cTnT) and | (cTnl) levels has contributing to correct
diagnosis of AMI because they are sensitive and specific markers for evaluation of
myocardial damage (2-9).

Intracoronary thrombosis plays a key role in the pathogenesis of AMI, and the
formation of an occlusive thrombus usually precedes the development of myocardial
damage. Thus, sensitive markers for an activated coagulation system could be useful
for an early diagnosis of AMI (10). During thrombus formation, plasmin degrades cross-
linked fibrin polymers resulting in the formation of a number of soluble cross-linked
fibrin degradation products of varying molecular weights. The smallest and most well
characterized of these products is D-dimer (11,12). D-dimer levels are elevated in
patients with deep venous thrombosis (12-14), pulmonary embolism (15-19),
disseminated intravascular coagulation (14) trauma (20) and malignancy, including
hepatocellular carcinoma (21). To evaluate whether there is an association between
the size of intracoronary thrombosis and myocardial damage, we analyzed D-dimer

and cTnT levels in the blood samples from patients suspected of myocardial damage.
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MATERIALS AND METHODS

We investigated 102 patients admitted to emergency service with suspected of
myocardial damage. A blood sample was collected from each patient in the moment of
admittance at the emergency service by venous puncture into serum tubes or tubes
containing 0.109 mol/L trisodium citrate at a ratio of nine parts blood to one part citrate.
The serum and plasma were obtained by centrifuging the samples for 10 min at 2500
g. D-dimer and cardiac troponin T immunoassays were performed in plasma and
serum, respectively. This protocol was approved by the Ethics Committee of Santa
Casa Hospital.

D-dimer was performed in plasma by use of quantitative and automated
immunoassay Liatest D-dimer (Diagnostica Stago, Asniéres, France). A microlatex
suspension was coated covalently with two complementary monoclonal antibodies
specific for fibrin degradation products. The assay was performed by mixing 50 uL of
undiluted plasma with 100 uL of reaction buffer, and the test was initiated with 150 uL
of latex suspension. The change in absorbance, measured at 540 nm on STA Compact
analyzer (Diagnostica Stago, Asniéres, France), was automatically recorded for 140
seconds and represented a direct relationship of D-dimer concentration in the
specimen. Results were expressed in ng/mL of fibrinogen equivalent units. The normal
level of D-dimer in the adult population is generally less than 500 ng/mL.

Serum cTnT levels were measured by wuse of a quantitative
electrochemiluminescence immunoassay (Troponin T STAT, Roche) in the Roche
Elecsys 2010 analyzer. This assay is based on a sandwich principle. The sample, a
biotinylated monoclonal troponin T-specific antibody and a monoclonal troponin T-
specific antibody labeled with a ruthenium complex react to form a sandwich complex.
After addition of streptavidin-coated micropatrticles, the complex becomes bound to the
solid phase via interaction of biotin and streptavidin. The reaction mixture is aspirated
into the measuring cell where the microparticles are magnetically captured onto the

surface of the electrode. Unbound substances are then removed. Application of a
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voltage to the electrode then induces chemiluminescent emission, which is measured
by a photomultiplier. Results are determined using a calibration curve. The lower
detection limit of this assay is 0.01 ng/mL (range to 0.01-25 ng/mL). The expected
values of cTnT for healthy individuals were lower than 0.01 ng/mL.

The assaociation between cTnT and D-dimer levels was evaluated by Student’s t
test and the relationship between D-dimer and ¢TnT >0.01 ng/mL was investigated by
linear regression. Results were expressed as mean = SEM and P<0.05 was considered

statistically significant.

RESULTS

This study reported an association between ¢cTnT and D-dimer levels in the
patients with suspected of myocardial damage. D-dimer levels were lower in patients
with ¢TnT <0.01 than cTnT >0.01 ng/mL (Table 1). We investigated also the
relationship between D-dimer and cTnT levels in the patients with cTnT >0.01 ng/mL
(0.40 £ 0.10 ng/mL) but the absence of significant agreement (r=0.20, P>0.05) was
observed (Figure 1). Although D-dimer levels were increased in patients presenting
cTnT >0.01, their alterations were not directly proportional to cTnT variations.
Table 1.

Figure 1.

DISCUSSION
Although previous studies have shown the association between hemostatic
markes and cTnT, the association between higher levels of cTnT and D-dimer has
been unclear. Intracoronary thrombosis plays a key role in the pathogenesis of AMI.
The formation of an intracoronary thrombus in stenosed coronary arteries after rupture
of atherosclerotic plaques precedes the development of myocardial necrosis with the

subsequent release of intramyocardial macromolecules. During the development of
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thrombosis thrombin activation precedes fibrin degradation. Early endogenous
activation of fibrinolysis, on the other hand, may limit infarct size (10).

The most promising approaches for the detection of coronary thrombosis and its
complications appear to involve the measurement in plasma of markers of fibrin
formation and degradation (22). D-dimer levels were significantly higher in patients with
ischemia than in patients without ischemia, and D-dimer appeared to be useful for the
diagnosis of AMI during index admission in patients without elevation of CK/CK-MB at
presentation (23). Although we reported that D-dimer levels were increased in patients
presenting cTnT >0.01, these alterations were not directly proportional to cTnT
variations. There was not a statistically significant relationship between ¢TnT and D-
dimer, and our results showed that the degree of activation of fibrinolysis is not directly
associated to the extension of myocardial damage. It is important to note that D-dimer
levels may be affected by other illnesses, such as pulmonary embolus, cerebrovascular
disease, peripheral vascular disease, and renal or hepatic insufficiency (23). In
summary, the levels of D-dimer were not associated to the levels of c¢TnT in the
patients that presented cTnT >0.01 ng/mL. However, D-dimer constitutes an important
complementary instrument for investigation of myocardial damage due to importance of

intracoronary thrombosis in the pathogenesis of AMI and other cardiac disorders.
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Table 1. Levels of cTnT and D-dimer observed in the patients

cTnT <0.01 >0.01
n 56 46
D-dimer 1371 + 234 3920  + 1020

Values of D-dimer are given as mean + SEM. 'P<0.01

cTnT and D-dimer values were expressed in ng/mL

56
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Figure 1. Association between the levels of ¢cTnT and D-dimer in the patients with
cTnT >0.01 ng/mL. The absence of significant agreement (r=0.20, P>0.05) was

observed.
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RESUMO

Os niveis de D-dimero e dos produtos de degradacgéo da fibrina/fibrinogénio
(PDF) encontram-se significativamente elevados nos pacientes com trombose venosa
profunda, embolia pulmonar, coagulacdo intravascular disseminada e também em
algumas outras condi¢des. O diagnéstico destes distlrbios pode ser dificil, demorado
e caro. Os ensaios para a deteccdo de PDF e D-dimero sdo utilizados em muitos
laboratérios para a investigacdo dos distlrbios anteriormente descritos. O objetivo
deste estudo foi comparar os niveis plasmaticos de D-dimero obtidos por um método
imunoturbidimétrico (Liatest D-Dimer, Diagnostica Stago, Asniéres, France) com 0s
niveis plasmaticos de PDF determinados por aglutinacdo em latex para investigar a
associacdo entre estes parametros. Estes imunoensaios foram avaliados em 144
amostras de sangue de pacientes com suspeita diagndéstica de disturbios associados a
ativacdo do sistema fibrinolitico. Os ensaios para a determinacdo dos niveis de D-
dimero e PDF foram realizados em amostras de plasma com a utilizacdo dos
reagentes Liatest D-dimer e Plasma FDP (Diagnostica Stago), respectivamente. Os
pacientes avaliados foram divididos em quatro grupos de acordo com 0s seus niveis
plasmaticos de D-dimero. No grupo 1, 47,4% dos pacientes apresentaram PDF
negativo e 52,6% apresentaram PDF positivo. No grupo 2, 15,4% dos pacientes
avaliados apresentaram PDF negativo e 84,6% PDF positivo. No grupo 3, 10,3%
apresentaram PDF negativo e 89,7% PDF positivo. Todos os pacientes do grupo 4
apresentaram PDF positivo. Considerando os resultados obtidos é possivel sugerir
gue os niveis plasmaticos de D-dimero obtidos por imunoturbidimetria estdo

relacionados com os niveis de PDF determinados por aglutinacdo em latex.

Palavras-chave: hemostasia; D-dimero; PDF; fibrindlise; imunoensaios.
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INTRODUCAO

A hemostasia requer um interessante equilibrio entre a coagulacdo e a
fibrindlise. Durante a formacao de um trombo, os polimeros da fibrina sdo degradados
pela plasmina e passam a dar origem a produtos de degradacdo de diferentes pesos
moleculares. O menor e melhor caracterizado destes produtos é o D-dimero (1,2).

Embora baixos niveis de D-dimero e de produtos de degradacdo da
fibrina/fibrinogénio (PDF) possam ser detectados na circulacdo de individuos
saudaveis, seus niveis aumentam significativamente nos pacientes com trombose
venosa profunda (2-5), embolia pulmonar (6-10), coagulacdo intravascular
disseminada (5), entre outros. O diagndstico do tromboembolismo venoso, incluindo a
trombose venosa profunda e o embolismo pulmonar, pode ser dificil, demorado e caro.
Em virtude disto, h4 um crescente interesse na utilizacdo do D-dimero como um
parametro laboratorial que possa vir a contribuir com o processo diagnéstico,
reduzindo, desta forma, a necessidade de técnicas diagndsticas invasivas e caras
(11). Os ensaios para a deteccdo de PDF e D-dimero sdo utilizados em muitos
laboratérios para a investigacdo de distlrbios associados com a ativagdo do sistema
fibrinolitico. Atualmente o D-dimero, o qual é formado a partir da degradacdo da
fibrina, € considerado o mais especifico indicador de ativacdo da coagulacdo e de
fibrindlise (1).

Muitos dos testes utilizados atualmente para a determinacdo dos niveis de D-
dimero empregam o principio de ELISA ou de aglutinagdo em latex. O objetivo deste
estudo foi comparar os niveis plasmaticos de D-dimero obtidos por um método
imunoturbidimétrico (Liatest D-Dimer) com os niveis plasméaticos de PDF determinados

por aglutinacdo em latex para investigar a associacao entre estes parametros.
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MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foi realizada a mensuracdo dos niveis
plasméticos de D-dimero e PDF em 144 amostras de sangue provenientes de
pacientes com suspeita diagnéstica de distlrbios associados com a ativacdo do
sistema fibrinolitico. Os pacientes foram divididos em quatro grupos de acordo com 0s
seus niveis de D-dimero. Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre.

As amostras de sangue foram coletadas por puncéo venosa e transferidas para
tubos contendo 0,109 mol/L de citrato trissédico (9:1). O plasma pobre em plaguetas
foi obtido ap6s centrifugacdo a 2500 g durante 10 minutos. A determinacdo dos niveis
de D-dimero e PDF foi realizada em cada uma das amostras.

O Liatest D-dimer (Diagnostica Stago, Asnieres, France) é um imunoensaio
gquantitativo totalmente automatizado. Particulas de microlatex em suspenséo ligam-se
covalentemente a dois anticorpos monoclonais complementares especificos para os
produtos de degradacgdo da fibrina. O ensaio ocorre a partir da mistura de 50 uL de
plasma né&o-diluido com 100 pL do tampédo de reacdo, sendo que a reacao € iniciada
com a adi¢do de 150 uL de latex em suspenséo. O teste é totalmente automatizado. A
variagdo de absorbancia, mensurada em 540 nm no analisador STA Compact
(Diagnostica Stago), € automaticamente avaliada durante 140 segundos e esta
diretamente relacionada a concentragdo de D-dimero na amostra. Os resultados séo
expressos em ng/mL de unidades equivalentes de fibrinogénio.

O Plasma FDP (Diagnostica Stago) € um ensaio semiquantitativo para a
deteccdo de PDF. Na presenca de antigenos correspondentes, as particulas de latex
revestidas com anticorpos monoclonais anti-PDF aglutinam e formam grumos
macroscoépicos. De acordo com o protocolo do fabricante, cada amostra é testada em

duas diluigbes: 1:2 e 1:8. O ensaio é realizado a partir da mistura de 20 uL do plasma

diluido 1:2 com 20 pL de latex em suspensao, além da mistura de 20 uL de plasma
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diluido 1:8 com 20 uL de latex em suspensao aplicados em diferentes posi¢cdes do
cartdo de reacdo. O ensaio é realizado em 3 minutos e os resultados sao expressos
em pg/mL (<5 pg/mL, 5-20 pg/mL e >20 pg/mL). Neste estudo, os resultados de PDF
foram classificados como positivos quando os seus niveis foram >5 ug/mL e negativos
quando <5 pg/mL.

Os niveis de D-dimero e de PDF foram comparados nos grupos pelo teste de
Qui-quadrado com residuo ajustado. A relacdo entre especificidade e sensibilidade
dos ensaios para deteccdo de D-dimero e PDF foi avaliada com a utilizagdo da curva

ROC.

RESULTADOS

Os niveis plasmaticos de D-dimero variaram entre 410 e 1980 ng/mL nos
grupos de pacientes (Tabela 1). Dos 57 pacientes do grupo 1, 27 (47,4%)
apresentaram PDF negativo e 30 (52,6%) PDF positivo. No grupo 2 (n=26), quatro
pacientes (15,4%) apresentaram PDF negativo e 22 (84,6%) PDF positivo. No grupo 3
(n=29), trés pacientes (10,3%) apresentaram PDF negativo e 26 (89,7%)
apresentaram PDF positivo. No grupo 4 (n=32), quando os niveis plasmaticos de D-
dimero foram >1600 ng/mL, todos os pacientes apresentaram PDF positivo, conforme
indicado na Tabela 2 e na Figura 1. A analise da curva ROC demonstrou que

concentracdes plasmaticas de D-dimero >1420 ng/mL estdo diretamente associadas a
resultados positivos de PDF (PDF >5 ug/mL).

Tabela 1.

Tabela 2.

Figura 1.
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DISCUSSAO

Este estudo demonstrou uma relagéo entre os niveis plasméaticos de D-dimero
e PDF. Foi verificado que o aumento dos niveis de D-dimero nos grupos esta
associado a um aumento na detecgdo de PDF. Entretanto, quando ocorrem pequenas
alteracdes nos niveis de D-dimero, os resultados de PDF geralmente sao negativos.
Embora os PDF estejam elevados nos distdrbios hemostaticos, a falta de
especificidade deste ensaio tem sido uma das principais obje¢des ao seu uso (6). O
desempenho deficiente dos ensaios com latex para a deteccdo de PDF pode ser
atribuido, em parte, a dois fatores: o ensaio € semi-quantitativo e a interpretagdo do
padréo de aglutinacdo pode variar de acordo com os investigadores.

Os niveis plasmaticos de D-dimero obtidos pelo método imunoturbidimétrico
(Liatest D-Dimer) constituem um importante parametro para a exclusdo diagndstica de
embolismo pulmonar (9) e outros distarbios hemostéticos. A mensuracdo dos niveis de
D-dimero pelo Liatest D-dimer apresenta mais vantagens do que a determinacdo dos
niveis plasmaticos de PDF por aglutinacdo em latex. Além disso, os resultados de D-
dimero obtidos com Liatest D-dimer apresentam um forte grau de correlacdo com os
resultados obtidos pelo método padréo de ELISA (8).

Em conclusdo, os niveis plasmaticos de D-dimero obtidos com o Liatest D-
dimer estdo relacionados com os niveis de PDF determinados por aglutinagdo em
latex e os niveis de D-dimero >1420 ng/mL estdo diretamente associados aos
resultados positivos de PDF. A determinacdo do D-dimero no plasma constitui um
importante critério diagnéstico para a investigacdo de disturbios da hemostasia
associados a ativacdo do sistema fibrinolitico, incluindo embola pulmonar, trombose

venosa profunda, coagulacao intravascular disseminada e outras condi¢cdes.
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Tabela 1. Niveis de D-dimero encontrados nos grupos de pacientes

D-dimero (ng/mL)

Grupo 1 590 £ 120
Grupo 2 920 £ 90

Grupo 3 1380 + 100
Grupo 4 1780 +£ 110

Resultados expressos em média + DP.
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Tabela 2. Resultados de PDF observados nos grupos de pacientes

PDF Negativo PDF Positivo
Grupo 1 (n=57) 27 * 30
Grupo 2 (n=26) 4 22
Grupo 3 (n=29) 3 26
Grupo 4 (n=32) 0 32*

Resultados expressos em numero de pacientes com PDF negativo

ou positivo. * P< 0.05
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Figura 1. Relacdes entre os niveis plasmaticos de D-dimero e PDF

observadas nos quatro grupos de pacientes.
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RESUMO

Os niveis de D-dimero e dos produtos de degradacdo da fibrina/fibrinogénio
(PDF) apresentam-se elevados nos pacientes com disturbios tromboembodlicos, sendo
que os ensaios para a deteccdo de D-dimero e de PDF séo utilizados em muitos
laboratorios para a investigagdo destes disturbios. O objetivo deste estudo foi avaliar o
grau de associacao entre os niveis plasmaticos de D-dimero e PDF na investigacdo de
distarbios tromboembdlicos. Os imunoensaios para a determinacdo dos niveis de D-
dimero e PDF foram realizados com a utilizacdo dos kits Liatest D-dimer e Plasma
FDP (Diagnostica Stago, Franca) em 217 amostras de sangue obtidas de pacientes
com suspeita de apresentarem disturbios tromboembdlicos. Os resultados de PDF
foram classificados em: <5, 5-20, >20 ug/mL, sendo que os niveis de D-dimero obtidos
nestes grupos variaram entre 350-1210 ng/mL, 420-1960 ng/mL e 1190-51170 ng/mL,
respectivamente. Foi observada uma associacao significativa entre os niveis de D-
dimero e o tempo de reacdo necessario para a ocorréncia de aglutinacdo no ensaio de
deteccdo de PDF. Também foi encontrada uma associacdo entre 0s niveis
plasméticos de D-dimero e PDF. A determinacdo prévia dos niveis de PDF pode ser
atil uma vez que ela permite estimar os niveis de D-dimero antes de sua mensuragao

em sistemas automatizados, reduzindo custos associados com diluicbes de amostras.

Palavras-chave: D-dimero; produtos de degradacdo da fibrina/fibrinogénio (PDF);

tromboembolismo; imunoensaios.
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INTRODUCAO

A hemostasia € um dos principais mecanismos de protecdo do nosso
organismo, agindo principalmente na preservacdo da integridade do sistema
circulatério. Ela consiste em um processo integrado que tem por finalidade investigar
as areas que possam apresentar dano vascular, assim como avaliar o equilibrio entre
as funcdes pré-coagulantes e anticoagulantes, prevenindo o sangramento excessivo
ou quadros indesejaveis de trombose. A hemostasia requer um interessante equilibrio
entre a coagulacao e a fibrindlise. Durante a formac¢do de um trombo, os polimeros da
fibrina sdo degradados pela plasmina e passam a dar origem a produtos de
degradacado de diferentes pesos moleculares. O menor e melhor caracterizado destes
produtos é o D-dimero (1).

Embora baixos niveis de D-dimero e de produtos de degradacdo da
fibrina/fibrinogénio (PDF) possam ser detectados na circulacdo de individuos
saudaveis, seus niveis aumentam significativamente nos pacientes com trombose
venosa profunda (1-4), embolia pulmonar (5-9), coagulacéo intravascular disseminada
(2), infarto do miocardio (10), cancer (11,12) e sepsis (13). Atualmente, niveis normais
de D-dimero constituem um indicador confidvel na pratica clinica referente a auséncia
de trombose. O D-dimero é um produto de degradacao exclusivo da fibrina, enquanto
que os PDF ndo distinguem os produtos de degradacédo oriundos da acédo da plasmina
sobre o fibrinogénio ou sobre a fibrina. O D-dimero é atualmente reconhecido como
um indicador global da ativacdo da coagulacdo e da fibrindlise, sendo que ele
apresenta uma meia-vida de aproximadamente 8 horas, com depuracdo e excrecao
urinéria pela acao do sistema reticuloendotelial (14,15).

Os ensaios para a deteccdo de D-dimero e PDF sao utilizados em muitos
laboratérios para a investigacdo de distlrbios associados com a ativagdo do sistema
fibrinolitico, incluindo os eventos tromboembdlicos. Tém sido sugerido inclusive que a

utilizacdo do D-dimero como um teste de screening para o tromboembolismo venoso é
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considerado um método custo-efetivo. Considerando um ponto de corte de 500 ng/mL
para os resultados de D-dimero, foi estabelecida uma sensibilidade de 97% para os
eventos tromboembdlicos (16). Os ensaios para a deteccdo de PDF vém sendo
gradativamente substituidos pelos ensaios de detec¢cdo do D-dimero em virtude da
falta de especificidade dos ensaios para deteccdo de PDF. Entretanto, estes ensaios
apresentam um custo mais reduzido quando comparado ao D-dimero, sendo ainda
utilizados em varios laboratérios espalhados pelo mundo. Considerando a importancia
da fibrindlise e da fibrinogendlise no desenvolvimento dos distlrbios tromboembdlicos,
0 objetivo deste estudo foi investigar o grau de associagdo entre 0s niveis plasmaticos
de D-dimero e PDF em pacientes com suspeita de apresentarem distarbios

tromboembolicos.

MATERIAIS E METODOS

Foram investigadas 217 amostras de sangue obtidas de pacientes com
suspeita de apresentarem disturbios tromboembdlicos. Neste estudo os pacientes ndo
foram classificados de acordo com o0s seus distdrbios tromboembolicos devido a
grande variabilidade destes. As amostras de sangue foram obtidas por puncdo venosa
e transferidas para tubos contendo citrato trisédico 0,109 mol/L na propor¢cédo de nove
partes de sangue para uma parte de citrato, sendo posteriormente centrifugadas a
2500 g durante 10 minutos. Os ensaios para a determinacdo dos niveis de D-dimero e
de PDF foram realizados em cada uma das amostras. Este protocolo de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar Santa Casa de
Porto Alegre.

A determinacdo dos niveis de D-dimero foi realizada em amostras de plasma
com a utilizacdo do imunoensaio automatizado quantitativo Liatest D-dimer
(Diagnostica Stago, Asnieres, Franca). Particulas de microlatex em suspenséo ligam-
se covalentemente a dois anticorpos monoclonais complementares especificos para

os produtos de degradacgédo da fibrina. O ensaio ocorre a partir da mistura de 50 uL de
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plasma n&o-diluido com 100 uL do tampé&o de reacdo, sendo que a reacao € iniciada
com a adicao de 150 uL de latex em suspenséo. O teste é totalmente automatizado. A
variagdo de absorbancia, mensurada em 540 nm no analisador STA Compact
(Diagnostica Stago, Asniéres, Franca), é automaticamente avaliada durante 140
segundos e esta diretamente relacionada a concentracao de D-dimero na amostra. Os
resultados sdo expressos em ng/mL de unidades equivalentes de fibrinogénio.

O Plasma FDP (Diagnostica Stago) € um ensaio semiquantitativo para a
deteccdo de PDF. Na presenca de antigenos correspondentes, as particulas de latex
revestidas com anticorpos monoclonais anti-PDF aglutinam e formam grumos
macroscopicos. De acordo com o protocolo do fabricante, cada amostra é testada em
duas diluigbes: 1:2 e 1:8. O ensaio é realizado a partir da mistura de 20 uL do plasma
diluido 1:2 com 20 uL de latex em suspensdo, além da mistura de 20 uL de plasma
diluido 1:8 com 20 uL de latex em suspensdo aplicados em diferentes posi¢cdes do
cartdo de reacdo. O ensaio é realizado em 3 minutos e os resultados sao expressos
em pg/mL (<5 pg/mL, 5-20 ug/mL e >20 pug/mL). Os resultados de PDF sao superiores
a 20 pg/mL quando ocorre aglutinagdo em ambas as diluices testadas com a amostra
de plasma do paciente. Foi estabelecido como ponto final da reacdo a primeira
aparéncia visual de aglutinacdo. Os tempos de reagdo necessarios para a ocorréncia
de aglutinagdo em ambas diluicGes testadas dos pacientes com PDF >20 pug/mL foram
avaliados e comparados com 0s respectivos niveis de D-dimero obtidos pelo ensaio
Liatest.

A associacdo entre os niveis de D-dimero e PDF foi avaliada com a utilizacéo
do teste de Kruskal-Wallis e do p6s-teste de Dunns. A correlacdo entre os niveis de D-
dimero e os tempos de reacdo necessérios para a detec¢do de PDF >20 pug/mL (PDFt)
foi avaliada por andlise de regressdo, sendo P<0,05 considerado estatisticamente

significativo.
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RESULTADOS

Os niveis plasméticos de D-dimero encontrados variaram entre 350 e 1210
ng/mL nos pacientes que apresentaram PDF <5 pg/mL. Quando os resultados de PDF
ficaram entre 5-20 pg/mL, o D-dimero variou entre 420 e 1960 ng/mL. Os resultados
de D-dimero observados nos pacientes com PDF >20 pug/mL variaram entre 1190 e
51170 ng/mL. A Tabela 1 demonstra a associacao entre os niveis de D-dimero e PDF
encontrados.

Os resultados de D-dimero obtidos nos pacientes que apresentaram PDF >20
ug/mL foram associados aos tempos de reagdo necessarios para a ocorréncia de
aglutinacdo em ambas as diluicdes das amostras de plasma dos pacientes. Os tempos
de reacdo variaram entre 2 e 98 segundos, enquanto que os niveis de D-dimero
variaram entre 1190 e 51170 ng/mL, conforme indicado na Figura 1. Foi observado um
grau significativo de correlagdo entre os niveis de D-dimero e o PDFt (r=0.87,
P<0,001), sendo que a elevacdo dos niveis de D-dimero esteve associada a uma
diminuicdo do PDFt.

Tabela 1.

Figura 1.

DISCUSSAO
Este estudo relatou uma associacdo entre os niveis de D-dimero e de PDF na
investigacdo dos distlrbios tromboembdlicos. Os disturbios tromboembdélicos podem
nao apresentar o mesmo nivel de ativacdo da coagulacéo ou da fibrindlise, entretanto,
a associagao relatada neste estudo provavelmente pode ser aplicada a varios tipos de
distirbios tromboembdlicos. Os niveis de D-dimero obtidos pelo método
imunoturbidimétrico foram mais elevados no grupo de pacientes que apresentaram

PDF >20 ug/mL. O D-dimero é o teste laboratorial mais apropriado para a investigacao

de disturbios tromboembdlicos, mas, quando os resultados de PDF >20ug/mL, ndo se
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faz necessaria a determinacao dos niveis de D-dimero, exceto nos casos em que ha a
suspeita de fibrinogendlise primaria. Recentemente nés relatamos uma relacao entre
os niveis de D-dimero e PDF na investigacao de distlrbios associados com a ativacao
do sistema fibrinolitico, sendo que resultados de D-dimero >1420 ng/mL foram
diretamente associados a resultados positivos de PDF (17). O D-dimero é o menor
produto de degradacéo da fibrina. Embora o D-dimero possa ser mensurado através
de ensaios automatizados especificos, incluindo os métodos de ELISA e de
imunoturbidimetria, um teste de aglutinacdo em latex para a deteccdo de PDF, o qual
detecta os produtos de degradacgéo do fibrinogénio e da fibrina, permite também uma
deteccdo indireta do D-dimero. O tempo necessario para a deteccdo de niveis
plasmaticos de PDF >20 pg/mL diminuiu com a elevagdo dos niveis de D-dimero. E
possivel sugerir que os niveis de D-dimero séo inversamente proporcionais ao tempo
necessario para a ocorréncia de aglutinacédo no teste de aglutinacdo em latex utilizado
neste estudo. Wilde et al. encontraram um forte grau de correlagdo entre a elevagao
dos niveis de D-dimero e de PDF no soro (2). Elevados niveis de D-dimero séo
particularmente comuns nos individuos que apresentam trauma recente ou nas
situacbes de gestacdo e malignidade, uma vez que estes estados podem estar
associados com a ativacdo da coagulacao e da fibrindlise (18). A diminuicdo dos niveis
de D-dimero observada durante o tratamento com heparina ndo-fracionada e de baixo
peso molecular na TVP esta associada também a um aperfeicoamento escore Marder
(19), sendo este um método flebografico quantitativo baseado no célculo da area
relativa e do grau de oclusdo do sistema venoso (20).

A potencialidade de testes laboratoriais para a investigacdo dos estagios da
fibrindlise tem sido recebida com entusiasmo pelos médicos que procuram evitar a
utilizacdo dos testes radiolégicos para a exclusdo diagnéstica dos disturbios
tromboembodlicos. A mensuracao do D-dimero com a utilizacdo de ensaio especifico
como, por exemplo, o Liatest D-dimer, apresenta mais vantagens do que os testes

manuais de aglutinacdo em latex. Entretanto, os ensaios para a determinacdo dos
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niveis de PDF apresentam um custo menor do que os ensaios para a deteccdo de D-
dimero, sendo que o0s ensaios para PDF normalmente sdo semiquantitativos. No
Brasil, muitos laboratérios de analises clinicas ainda ndo dispdem de sistemas
automatizados para a realizacdo dos testes utilizados na investigacdo de disturbios
tromboembodlicos, incluindo o D-dimero. Além disso, a determinagdo prévia dos niveis
de PDF pode trazer contribuicGes para os laboratérios que possuem sistemas
automatizados, uma vez que os niveis de D-dimero podem ser estimados antes da
realizacao dos ensaios automatizados, reduzindo os custos com diluices de amostras
guando estas se fizerem necessarias. O tempo empregado para a mensuracdo dos
niveis de D-dimero também pode ser otimizado. Os resultados apresentados por nés
sugerem que estudos complementares devem ser realizados para avaliar a
aplicabilidade do PDF como ferramenta laboratorial na escolha da diluigdo de amostra
adequada para a determinacdo dos niveis de D-dimero, reduzindo os custos com
procedimentos desnecesséarios. Sob o ponto de vista clinico deve ser realizado um
estudo prospectivo investigando uma possivel correlacdo entre PDF e D-dimero a fim

de contribuir para um melhor prognéstico dos pacientes.
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Tabela 1. Associacdo entre os niveis plasmaticos de PDF (ug/mL) e D-dimero (ng/mL).

PDF <5 5-20 >20
n 37 80 100
D-dimero 551 £43.6 1147 +51.4 8773 +981.2

Os valores estao expressos em numero de pacientes e média + erro padréo.

3p<0,01 e °P<0,001.
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(P<0,001).
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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM) ocasiona o rompimento da membrana das
células cardiacas, ocorrendo a liberacdo de proteinas cardiacas intracelulares para o
sistema vascular. Algumas destas proteinas, incluindo as troponinas cardiacas T e |,
tém apresentado eficacia no diagnostico das lesées do miocardio. A trombose
intracoronariana desempenha um papel chave na patogénese do IAM, sendo que a
formacdo de um trombo oclusivo geralmente precede o desenvolvimento das lesdes
no miocardio. Para avaliar se existe uma associacdo entre a extensdo da trombose
intracoronariana e o dano no miocardio, nés investigamos os niveis de D-dimero e
cTnT em amostras de sangue obtidas de pacientes com suspeita de apresentarem
lesGes no miocardio. Foram avaliados 102 pacientes admitidos no servico de
emergéncia com suspeita clinica do quadro em questéo. Os niveis de D-dimero foram
determinados no plasma com a utilizacdo do ensaio automatizado Liatest D-dimer e os
niveis de cTnT foram determinados através do ensaio de eletroquimioluminescéncia
(Troponin T STAT, Roche). Os niveis de D-dimero foram menores nos pacientes com
cTnT <0,01 ng/mL do que naqueles que apresentaram cTnT >0,01 ng/mL. Também foi
investigado o grau de correlagdo entre os niveis de D-dimero e cTnT nos pacientes
com c¢TnT >0,01 ng/mL (0,40 + 0,10 ng/mL), mas ndo foi observado um grau
significativo de correlagcdo entre estes parametros (r=0,20, P>0,05). Os niveis de D-
dimero ndo apresentaram uma associacao significativa com os niveis de cTnT nos

pacientes que apresentaram cTnT >0,01 ng/mL.

Palavras-chave: miocéardio; hemostasia; trombose; troponina cardiaca T; D-dimero.
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INTRODUCAO

O infarto agudo do miocardio (IAM) ocasiona o rompimento da membrana das
células cardiacas, ocorrendo a liberacdo de proteinas cardiacas intracelulares para o
sistema vascular. Algumas destas proteinas, incluindo a mioglobina, creatina quinase
fracdo MB (CK-MB), lactato desidrogenase (LDH) tipo 1 e as troponinas cardiacas T e
| tém contribuido para o diagnéstico do IAM (1). Em muitos pacientes apresentando
dor toracica, o diagndstico correto das lesdes do miocardio depende principalmente
dos marcadores cardiacos, uma vez que o eletrocardiograma freqientemente nao é
diagnéstico (2). Os marcadores bioguimicos tradicionais, incluindo a creatina quinase
(CK), CK-MB, LDH e aspartato aminotransferase (AST), desempenham um papel
limitado do diagnostico do IAM em fungcdo de sua especificidade e sensibilidade
insatisfatoria (3). A mensuracao dos niveis séricos das troponinas cardiacas T (cTnT) e
| (cTnl) tém contribuido para o correto diagnostico do IAM, jA& que estes sé&o
considerados sensiveis e especificos marcadores para a avaliacdo das lesdes do
miocardio (2-9).

A trombose intracoronariana desempenha um papel chave na patogénese do
IAM, sendo que a formacdo de um trombo oclusivo geralmente precede o
desenvolvimento das lesGes no miocéardio. Desta forma, a descoberta de sensiveis
marcadores da ativagcdo do sistema da coagulacdo pode contribuir de forma
importante para o diagnéstico precoce do IAM (10). Durante a formag&o de um trombo,
os polimeros da fibrina sdo degradados pela plasmina e passam a dar origem a
produtos de degradacdo de diferentes pesos moleculares. O menor e melhor
caracterizado destes produtos é o D-dimero (11,12). Os niveis de D-dimero estdo
elevados nos pacientes com trombose venosa profunda (12-14), embolia pulmonar
(15-19), coagulacéo intravascular disseminada (14), trauma (20) e doencgas malignas,
incluindo o carcinoma hepatocelular (21). Para avaliar se existe uma associacdo entre

a extensdo da trombose intracoronariana e o dano no miocardio, nés avaliamos 0s
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niveis de D-dimero e cTnT em amostras de sangue obtidas de pacientes com suspeita

de apresentarem les6es no miocardio.

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliados 102 pacientes admitidos no servico de emergéncia com
suspeita clinica de apresentarem lesdes no miocardio. As amostras de sangue foram
coletadas de cada paciente no momento da admissdo no servico de emergéncia
através de puncdo venosa, sendo posteriormente transferidas para tubos sem
anticoagulante ou para tubos contendo citrato trisédico 0,109 mol/L na proporcdo de
nove partes de sangue para uma parte de citrato. O soro e o plasma foram obtidos
ap6s uma centrifugacdo a 2500 g durante 10 minutos. Os ensaios para a
determinagdo do D-dimero e da cTnT foram realizados em amostras de plasma e soro,
respectivamente. Este protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre.

A determinacao dos niveis de D-dimero foi realizada em amostras de plasma
com a utlizacgdo do imunoensaio automatizado quantitativo Liatest D-dimer
(Diagnostica Stago, Asnieres, Franca). Particulas de microlatex em suspenséo ligam-
se covalentemente a dois anticorpos monoclonais complementares especificos para
os produtos de degradacédo da fibrina. O ensaio ocorre a partir da mistura de 50 puL de
plasma n&o-diluido com 100 puL do tampé&o de reacdo, sendo que a reacdo € iniciada
com a adicao de 150 uL de latex em suspenséo. O teste é totalmente automatizado. A
variacdo de absorbancia, mensurada em 540 nm no analisador STA Compact
(Diagnostica Stago, Asnieres, Franca), € automaticamente avaliada durante 140
segundos e esta diretamente relacionada a concentracdo de D-dimero na amostra. Os
resultados sdo expressos em ng/mL de unidades equivalentes de fibrinogénio. Os
resultados normais de D-dimero na populagdo adulta normalmente séo inferiores a

500 ng/mL.
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Os niveis séricos de cTnT foram mensurados com a utilizacdo de um
imunoensaio eletroquimioluminescente quantitativo (Troponin T STAT, Roche) no
analisador automatizado Roche Elecsys 2010. Este ensaio estd baseado no principio
sanduiche. A amostra, um anticorpo monoclonal biotinilado troponina T-especifico e
um anticorpo monoclonal troponina T-especifico marcado com ruténio reagem entre si
formando um complexo. Apdés a adicdo de microparticulas revestidas com
estreptavidina, o complexo formado fixa-se a fase soélida através da interacdo da
biotina e da estreptavidina. Esse complexo € aspirado para a célula de leitura onde as
microparticulas sdo magneticamente capturadas pela superficie do eletrodo. As
substancias livres sdo entdo removidas. E aplicada uma voltagem sobre o eletrodo
para que ocorra uma emissao quimioluminescente, a qual € mensurada por um
fotomultimetro. Os resultados sédo determinados a partir de uma curva de calibragédo. O
limite minimo de deteccdo deste ensaio € 0,01 ng/mL (faixa de 0,01-25 ng/mL). Os
valores de cTnT esperados para individuos saudaveis séo inferiores a 0,01 ng/mL.

A associacdo entre os niveis de ¢cTnT e D-dimero foi avaliada com a utilizacdo
do teste t Student e o grau de correlacdo entre os niveis de D-dimero e ¢cTnT nos
pacientes que apresentaram c¢TnT >0,01 ng/mL foi investigado por regressao linear.
Os resultados estdo expressos em media + erro padrdo e P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

RESULTADOS
Este estudo demonstra uma associacdo entre os niveis de cTnT e D-dimero
nos pacientes com suspeita de apresentarem lesdes no miocardio. Os niveis de D-
dimero foram menores nos pacientes com ¢TnT <0,01 ng/mL do que naqueles que
apresentaram c¢TnT >0,01 ng/mL (Tabela 1). Também foi investigado o grau de
correlacdo entre os niveis de D-dimero de cTnT nos pacientes que apresentaram cTnT
>0,01 ng/mL (0,40 = 0,10 ng/mL), mas néo foi observado um grau significativo de

correlagéo (r=0,20, P>0,05) entre estes parametros (Figura 1). Embora os niveis de D-
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dimero sejam elevados nos pacientes que apresentaram cTnT >0,01, essa elevacdo

ndo é diretamente proporcional ao aumento dos niveis de cTnT.

Tabela 1.

Figura 1.

DISCUSSAO

Embora estudos preliminares ja tenham relatado a associacdo entre 0s
marcadores hemostaticos e a cTnT, a investigacao do grau de associagéo entre o D-
dimero e a cTnT ndo esta totalmente elucidada nas situacbes em que 0s niveis de
cTnT estéo significativamente elevados. A trombose intracoronariana desempenha um
papel chave na patogénese do IAM. A formagdo do trombo ocorrida apds a ruptura
das placas de ateroma precede o desenvolvimento da necrose do miocéardio com a
subsequente liberagcdo de macromoléculas que originalmente estdo presentes no
miocardio. Durante o desenvolvimento da trombose, a ativacdo da trombina precede a
degradacdao da fibrina. Por outro lado, a ativacao precoce da fibrindlise endégena pode
limitar a extensédo do infarto (10).

As tentativas mais promissoras para a deteccdo da trombose coronariana e
suas complicagbes parecem envolver a mensuragdo plasmatica dos marcadores de
formacéo e degradacédo da fibrina (22). Os niveis de D-dimero estéo significativamente
mais elevados nos pacientes com isquemia do que naqueles sem isquemia,
demonstrando ser um parametro Gtil para o diagnéstico do IAM no momento da
admisséo para aqueles pacientes que nao apresentam elevacédo dos niveis de CK/CK-
MB (23). Embora nés tenhamos relatado que os niveis de D-dimero estdo elevados
nos pacientes com cTnT >0,01, estas alteracBes ndo sédo diretamente proporcionais
as variagfes de cTnT. Nao houve uma correlacdo estatisticamente significativa entre
os niveis de cTnT e D-dimero, sendo que nossos resultados demonstram que o grau

de ativacdo da fibrinGlise ndo esta diretamente associado a extensdo do dano no
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miocéardio. E importante salientar que os niveis de D-dimero podem ser afetados por
outros disturbios, incluindo: embolia pulmonar, doenca vascular cerebral, doenca
vascular periférica, insuficiéncia renal ou hepética (23). Em resumo, os niveis de D-
dimero ndo apresentaram associacdo com 0s niveis de c¢TnT nos pacientes que
apresentaram cTnT >0,01. Apesar disso, o D-dimero constitui um importante
parametro complementar para a investigacdo das lesGes do miocéardio devido a
importancia que a trombose intracoronariana desempenha na patogénese do IAM e de

outros distlrbios cardiacos.
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Tabela 1. Niveis de cTnT e D-dimero obtidos nos pacientes avaliados

cTnT <0,01 >0,01
n 56 46
D-dimero 1371 + 234 3920 + 1020

Os valores de D-dimero est&o expressos em média + erro padrdo. ‘P<0,01

Os resultados de cTnT e D-dimero estdo expressos em ng/mL.
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Figura 1. Associacao entre os niveis de cTnT e D-dimero em pacientes com

cTnT >0,01 ng/mL. N&o foi observado um grau significativo de correlacdo

(r=0,20, P>0,05).
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CONCLUSOES

Os niveis plasméticos de D-dimero obtidos com o Liatest D-dimer estao

relacionados com os niveis de PDF determinados por aglutinacéo em latex, sendo
que niveis de D-dimero 21420 ng/mL estdo diretamente associados a resultados

positivos de PDF.

A determinacdo prévia dos niveis de PDF pode trazer contribuicdes para 0s
laboratérios que possuem sistemas automatizados, uma vez que os niveis de D-
dimero podem ser estimados antes da realizacdo dos ensaios automatizados,
reduzindo os custos com diluicbes de amostras quando estas se fizerem
necessarias.

O tempo de reacao necessério para a detec¢do de PDF na técnica de aglutinagao
em latex foi inversamente proporcional aos niveis plasmaticos de D-dimero obtidos
pela técnica imunoturbidimétrica Liatest D-dimer.

Resultados normais de PDF (<5 ug/mL) ndo excluem a possibilidade da presenca
de elevados niveis de D-dimero.

Pacientes que apresentam lesdes no miocérdio com a conseqliente elevacao dos
niveis de cTnT também apresentam elevacéo nos niveis plasmaticos de D-dimero,
guando comparado aqueles que apresentam niveis normais de cTnT.

Embora os niveis de D-dimero estejam elevados nos pacientes que apresentam
cTnT > 0,01 ng/mL, ndo h& uma relacao direta entre os niveis de D-dimero e cTnT,
demonstrando que o grau de trombose intracoronariana nao € diretamente

proporcional ao dano ocorrido no miocardio.



