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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos realizar analise comparativa entre Kits laboratoriais D-
Dimero para Trombose Venosa Profunda (TVP) pelos métodos de Imunoturbidimetria
(metodologia 1) e Quimiluminescéncia (metodologia 2), ambos da marca Siemens, e comparar o
resultado das analises realizadas, com o diagnostico clinico confirmatdrio do paciente, analisando
seus prontuarios. A amostra foi constituida por uma populacdo de 95 voluntarios que realizaram
o teste laboratorial D-Dimero, em um laboratoério de analises clinicas da cidade de Cascavel-PR.
Os resultados foram comparados através dos parametros para validacdo soroldgica, através dos
calculos de especificidade, o qual foi de 33% em ambos os métodos, sensibilidade, o qual foi de
89% e 90%, e a eficiéncia de 68% e 69%, respectivamente para as metodologias 1 e 2. O valor
preditivo positivo (VPP) foi de 69% em ambos os testes, o valor preditivo negativo (VPN) foi de
33%, a prevaléncia foi de 62%, e a prevaléncia soroldgica foi de 81%. Conclui-se assim que, 0S
testes analisados sdo pouco especificos para TVP, ndo podendo ser utilizados como método
diagnostico, mas sim para excluir provaveis suspeitas de tromboembolismo venoso.
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ABSTRACT

The present study aims to conduct comparative analysis between laboratory kits D - Dimer for
Deep Vein Thrombosis (DVT) by immunoturbidimetric methods (method 1) and
Chemiluminescence (method 2), both from Siemens , and compare the results of our analyzes,
with confirmatory clinical diagnosis of the patient, reviewing their medical records. The sample
consisted of a population of 95 volunteers who underwent D - dimer testing laboratory, in a
laboratory analysis of Cascavel - PR. The results were compared using parameters for serological
validation by calculating specificity, which was 33% in both methods, sensitivity, which was
89% and 90% and efficiency was 68% and 69%, respectively for methods 1 and 2. The positive
predictive value (PPV) was 69% in both tests, the negative predictive value (NPV) was 33%, the
prevalence was 62%, and seroprevalence was 81%. Concluding that the tests analyzed are not
very specific for DVT and may not be used as a diagnostic method, but to exclude suspected
venous thromboembolism.
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1 - Introducéo

A trombose venosa profunda (TVP) caracteriza-se por formacdo aguda de trombos em
veias do sistema profundo, e acomete geralmente os membros inferiores (Maffei et al, 2002). A
TVP pode desencadear complicagfes como a Embolia Pulmonar (EP) e Sindrome po6s
Trombdtica, também conhecida como Insuficiéncia Venosa Croénica (IVC), caso ndo sejam
diagnosticadas precocemente, e instituidas a um tratamento anticoagulante. Essas doengas s&o
temidas devido ao indice elevado de mortalidade hospitalar (Fortes et al, 2007; Rutherford,
2007).

Os sinais e sintomas comumente atribuidos a TVP aguda sdo dor, edema, eritema,
hipersensibilidade, febre, congestéo das veias superficiais, dor com a dorsiflexdo passiva do pé e
cianose periférica. Na maioria dos casos, 0s sinais e sintomas da TVP aguda sdo responsaveis
pelo encaminhamento imediato dos pacientes para investigacdo (Rutherford, 2007). O
diagnostico precoce e o tratamento correto e imediato devem estar sempre vividos no pensamento
diério de todo médico, qualquer que seja sua area de atuacéo (Marchi et al, 2005).

Infelizmente os sintomas locais e regionais da TVP ndo sdo patognomdonicos, e ha uma
grande incidéncia de diagndsticos falsos positivos e falsos negativos. Em cerca de 50% dos
pacientes com o0s sinais de TVP, o diagnostico é confirmado por exames de imagem. Dessa
forma, os exames de imagem como Eco Doppler, flebografia e tomografia computadorizada,
fazem parte de qualquer diagnostico de TVP (Brito et al, 2008).

O D-Dimero é uma metodologia laboratorial adicional que vem sendo muito utilizada nos
ultimos anos. O D-Dimero é um produto do processo de coagulacdo, que se eleva abruptamente
no sangue de pacientes com tromboses de qualquer natureza. Sua eficacia diagnostica tem sido
relatada em uma série de pesquisas realizadas nos mais diversos centros de pesquisa do mundo
(Moresco, 2005).

Atualmente o D-Dimero é reconhecido como o melhor marcador fisiologico de fibrindlise.
Em virtude de o sistema fibrinolitico estar envolvido em uma série de disturbios, especialmente
os tromboemboliticos, a determinacédo laboratorial de seus niveis contribui como uma importante
ferramenta para o diagnostico de TVP (Aun e Ledo, 2009; Moreira e Gadelha, 2012).

Durante a formacédo 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 € o D-Dimero, sendo este constituido por duas subunidades
idénticas derivadas de duas moléculas de fibrina (Moresco e Silla, 2005).

Sendo o diagndstico da TVP inespecifico, requer a confirmacdo através de varios exames,
0s objetivos do presente estudo foram realizar uma analise comparativa entre 0s testes
laboratoriais D-Dimero pelos métodos de Imunoturbidimetria e Quimiluminescéncia, ambos da
Siemens e comparar o resultado das andlises laboratoriais realizadas, com o diagndstico clinico
confirmatorio do paciente, analisando seus prontuarios.
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2 - Metodologia

Apobs a aprovacgdo do projeto pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade Assis Gurgacz (Protocolo 070/2013), o termo de consentimento livre e esclarecido foi
assinado pelos voluntérios. A amostra foi constituida por uma populacdo de 95 voluntarios
internados (censo) em um hospital privado da cidade de Cascavel-PR, que realizaram o teste
laboratorial D-Dimero, no periodo de 01 de janeiro a 31 de agosto de 2013.

Tabela 1: Combinacdo binéria entre os resultados provaveis obtidos em um determinado teste e o
diagnostico verdadeiro da doenga. VVP: Verdadeiros positivos; FN: Falsos negativos; FP: Falsos
positivos; VN: Verdadeiros negativos (Avila, 2001).

Doenca — Diagnostico Verdadeiro

Testesle?2 Presente Ausente
Positivo VP "
Negativo FN VN

Total VP + FN FP+ VN

Duas analises foram realizadas e comparadas, na primeira, foram avaliados 79 pacientes
que realizaram o teste laboratorial D-Dimero no periodo de janeiro a julho de 2013. O teste foi
realizado através do equipamento CA-560, utilizando o kit Innovance® fornecido pela empresa
Siemens, pelo método de Imunoturbidimetria. Apds, comparou-se 0s resultados do teste, com o
diagnostico clinico e confirmatdrio dos mesmos, através de seus prontuarios médicos.

Na segunda analise, o D-Dimero foi dosado em 16 pacientes, em agosto de 2013, através
do método de Imunoensaio Quimiluminescente, utilizando o kit laboratorial D-Dimer® e
utilizando o equipamento Immulite 2000, também fornecido pela empresa Siemens.
Posteriormente, esses resultados também foram comparados com o diagndstico confirmatdrio.

Apds as analises, os resultados foram comparados através dos parametros para validacao
sorologica, atraves dos célculos de sensibilidade (VP/VP+FN), especificidade (VN/VN+FP),
eficiéncia (VP+VN/VP+FN+VN+FP), valor preditivo positivo (VPP) (VP/VP+FP); valor
preditivo negativo (VPN) (VN/VN+FN), prevaléncia (VP+FN/VP+VN+FP+FN) e prevaléncia
soroldgica (PS) (VP+FP/VP+VN+FP+FN), conforme exposto na Tabela 1.

3 - Resultados e discussao

A busca da qualidade total requer um dominio amplo de cada fase do processo produtivo.
Neste caso, a validacdo é a ferramenta adequada para garantir a confiabilidade do processo, bem
como de componentes-chave que incluem qualificacdo de equipamento, instalagdes, fornecedores
e a validacdo de metodologias, seja do setor farmacéutico, seja de qualquer outra area onde a
qualidade do produto fabricado é indispensavel (Gil, 2010).

O primeiro passo para validar um teste diagndstico é estabelecer se ele é reprodutivel. Um
teste reprodutivel produz o mesmo resultado toda vez que realizado nas mesmas condicdes.
Interessa saber qual a reprodutibilidade do teste com o0 mesmo observador e com observadores
diferentes. Muitos testes falham ja nesse primeiro passo da validacdo, o que significa que a
tecnologia deve ser aprimorada antes de ser adotada na pratica. Vale a pena conhecer a sinonimia
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para o termo reprodutibilidade. S&o sindbnimos de reprodutibilidade: repetitividade, consisténcia,
confiabilidade e precisao (Okamoto, 2008).

Visto que as andlises necessarias para validar um teste laboratorial séo realizadas antes do
mesmo ser aplicado no mercado farmacéutico, e que ambos os testes aplicados no presente
estudo, j& passaram por esses parametros, realizou-se uma segunda validacdo, a avaliacdo da
acuracia. Sendo o segundo passo para a validacdo de um teste diagnostico a avaliacdo da sua
acurécia, isto é, o quanto o teste avaliado acerta. Para isso, é preciso compard-lo com um
“gabarito”. O “gabarito” pode ser outro teste diagndstico, de preferéncia o melhor teste para a
situacdo em questdo, o chamado padréo-ouro (Okamoto, 2008).

Varios parametros devem ser analisados para a validacdo de um teste sorologico. A
validade intrinseca de um teste, que é o desempenho do teste quando comparado a um teste
referéncia, pode ser avaliada por parametros de sensibilidade, especificidade e eficiéncia. Estes
sdo caracteristicos do teste ndo da populacdo em que esta sendo aplicado, portanto, fornecem
resultados consistentes independentes da prevaléncia da doenca. Ja& os valores preditivos dos
resultados positivos e negativos do teste sdo parametros que dependem da prevaléncia da doenga
na populacdo em estudo. A validade extrinseca é a capacidade do teste em detectar a real situacao
da populagdo em relacdo a doenga que esta sendo estudada e também o desempenho do teste em
uma dada populacdo e pode ser avaliada por parametros como reprodutibilidade, acuracia e
precisdo (Avila, 2001).

De acordo com os Kits utilizados nas analises, “kit Innovance® (metodologia 1) e Kit D-
Dimer® (metodologia 2)”, o valor de corte (cut-off) é 0,55 mg/L, sendo considerado com baixa
probabilidade para formacdo de um trombo venoso, valores abaixo de 0,55 mg/L FEU (Unidades
equivalentes de fibrinogénio) e alta probabilidade para o possivel quadro de TVP, valores iguais
ou acima de 0,55 mg/L FEU. Estes devendo ser confirmados com exames por imagem como Eco
Doppler, considerado padrdo-ouro para o diagnéstico de TVP (Bula D-DIMER Innovance®; Bula
D-DIMER Immulite2000®).

O Innovance D-Dimer® é um imunoensaio de microparticulas em suspensdo que usa
anticorpos monoclonais (8D3), os quais se agregam quando misturadas com amostras contendo
D-Dimero. A regido de ligagBes transversais de D-Dimeros possui uma estrutura esteosimétrica,
isto €, o determinante antigénico para o anticorpo monoclonal ocorre duas vezes.
Consequentemente, basta um anticorpo para despoletar uma reacdo de agregagdo que é depois
detectada turbimetricamente através do aumento na turvacéo (Bula D-DIMER Innovance®).

O D-Dimer Immulite® é um imunoensaio, em fase solida, com dois sitios. A fase solida
(pérola) € recoberta com anticorpo monoclonal murinho anti-Dimero-D. O reagente contém
fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo monoclonal murinho anti-Dimero-D. Fase solida,
reagente, e as amostras sao incubadas juntas por 30 minutos. O analito da amostra liga-se ao
anticorpo da fase sélida e ao anticorpo do reagente firmando um complexo tipo sanduiche na
pérola. O conjugado enzimatico ndo ligado é entdo removido por uma lavagem por centrifugacéo.
Finamente, o substrato quimiluminescente é adicionado a pérola e um sinal é gerado na
proporcdo da enzima ligada (Bula D-DIMER Immulite2000®).

Ap0s realizar os testes laboratoriais com os kits pelas metodologias de Imunoturbidimetria
e Quimioluminescéncia, os resultados foram avaliados, e estdo expostos nas Figuras 1 e 2 e na
Tabela 2.
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m Metodologia 1

m Metodologia 2

Figura 1: Pardmetros analisados na comparacdo soroldgica entre a metodologia 1 (Imunoturbidimetria) e
metodologia 2 (Quimioluminescéncia).

Tabela 2: Sensibilidade e Especificidade para o diagnéstico de TVP através do ensaio
Innovance® e D-Dimer®

s N° Sensibilidade Especificidade
Ensaio/Sistema voluntarios Cut-off (mg/L) (%) (%)
Innovane®
Ca-500 79 0,55 89 33
D-Dimer®
Immulite 2000 16 0.5 %0 33

Verificou-se que a sensibilidade para os métodos foi 89% (metodologia 1) e 90%
(metodologia 2). Em um estudo realizado por Peetz et al (2009), os quais compararam o kit D-
Dimero Innovance® em amostras de pacientes com suspeita de TVP e EP em 4 equipamentos
diferentes, os valores de sensibilidade foram de 99% em todos os analisadores e ensaios. A
sensibilidade de um teste soroldgico refere-se a porcentagem de resultados positivos pelo teste na
populacdo de doentes, ou seja, a proporcdo de resultados verdadeiros positivos. Esse conceito é
diferente da sensibilidade técnica, que mede o limiar de deteccdo, definido pela visualizagdo
direta ou indireta da reacdo antigeno anticorpo, que muitas vezes ndo é aplicada para fins de
diagnostico (Avila, 2001).

A especificidade obtida em ambos os métodos foi 33%, resultado este esperado,
comparando com as bulas dos fabricantes, visto que o D-Dimero € um teste sensivel para
tromboembolismo venoso, mais sua especificidade é baixa. Peetz et al (2009) obtiveram
especificidades que variaram de 37,8% a 40,4%. A especificidade soroldgica é definida pela
porcentagem de resultados negativos pelo teste nos individuos ndo doentes, ou seja, a proporgao
dos verdadeiros negativos. A especificidade do teste pode ser influenciada por inUmeros fatores
que levam a falsos positivos (Avila, 2001).
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Segundo Souza et al (2004), os quais realizaram um estudo analisando a sensibilidade e
especificidade do teste laboratorial D-Dimero para exclusdo de TVP e EP, pelo método de Elisa,
a sensibilidade foi alta variando de 89% a 95%, e as especificidades foram baixas em geral,
evidenciando o papel principal de determinacdo do D-Dimero em excluir o diagnéstico de TVP e
EP.

Um teste 100% sensivel ndo apresentaria falsos negativos e um teste 100% especifico ndo
apresentaria falsos positivos. Infelizmente, ndo ha testes 100% sensiveis nem 100% especificos
(Sobestiansky et al, 2009). Muitas vezes, na medida em gque se aumenta a sensibilidade, pode-se
perder a especificidade.

Devido a baixa especificidade, a dosagem do D-Dimero apresenta pouca ou nenhuma
utilidade na distin¢do entre os pacientes com trombose daqueles pacientes sem trombose, e ainda
se estes apresentarem idade superior a 60 anos ou hospitalizacdo por um periodo maior que 3 dias
ou, ainda, apresentarem elevados niveis de proteina-C reativa, entre outros fatores (Moresco e
Silla, 2005).

A utilidade clinica do D-Dimero é limitada pela baixa especificidade de um resultado
positivo, estando sujeito a interferéncia de situacbes como inflamacdo, trauma e cirurgia,
medicamentos, em tumores malignos, nas infeccbes e septicemia, na doenga hepética e
leucocitose. Desta forma, estas situacGes podem contribuir para obtencdo de resultados falso-
positivos (Sobestiansky et al, 2009; Quinn, 1999).

A eficiéncia para o método 1 foi de 68% e para 0 método 2 foi de 69%. Resultados estes
sem diferenca significativa. Verificou-se que o teste é pouco eficiente para o diagndstico de TVP.
Isto é esperado, visto que a sensibilidade do teste é alta mais a especificidade € baixa, e ha uma
porcentagem consideravel de resultados falsos positivos e falsos negativos, tornando ambos 0s
testes pouco eficientes. A eficiéncia do teste soroldgico refere-se a relacdo entre o somatério dos
verdadeiros resultados positivos e verdadeiros resultados negativos com a populagio estudada. E
claro que quanto mais proximo de 1 melhor ser4 o teste estudado (Avila, 2001).

Os valores preditivos positivos (VPP) das metodologias 1 e 2 foram de 69%, esta analise
diz respeito a quantidade de individuos positivos que realmente estdo doentes. O resultado obtido
declara ser insuficiente para diagnosticar TVP. Visto que testes de alto valor preditivo positivo
(entre 90% a 100%) sdo bons para fechar diagnostico, pois quase todos os resultados positivos
significam doenca (Okamoto , 2008).

Os valores preditivos negativos (VPN) das metodologias 1 e 2 foram de 67%, ambos 0s
resultados foram insatisfatérios, comparado com as bulas referentes aos kits, as quais indicam um
VPN proximo de 99%. Verificou-se que resultado obtido foi inferior ao esperado, o que pode
justificar-se devido aos pacientes quando avaliados estarem internados, e provavelmente sob o
efeito de alguns medicamentos, como anticoagulantes profilaticos, as quais podem alterar o
resultado do teste, para um falso negativo. A utilidade dos ensaios para D-Dimero € apropriado
aos pacientes ambulatoriais com probabilidade pré-teste baixa, nos quais 0 VPN é de 99 a 100%
(Rutherford, 2007).

Testes com alto VPN sdo muito Uteis para excluir o diagndstico, se o teste for negativo
(Okamoto, 2008). Portanto, para que o teste tenha seus resultados corretos, para excluir o
diagnostico de TVP, sugere-se que o0 mesmo seja realizado antes de aplicar uma terapia
medicamentosa, mesmo que seja profilatica no individuo suspeito.

O VPN pode ser calculado pela propor¢do de individuos ndo doentes entre os resultados
negativos do teste em estudo, portanto refere-se a probabilidade de ndo ocorréncia de doenca
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quando o resultado do teste é negativo (Avila, 2001). Devido a sua baixa especificidade a
dosagem do D-dimero € um teste complementar, um teste de triagem e pode ser associado a
avaliacdo clinica para selecionar que pacientes necessitardo de estudo com outros métodos
complementares (Melo et al, 2006).

Mesmo a populacdo estudada sendo de pacientes internados, observou-se que o0s resultados
verdadeiros para ambos os testes foi alta, obtendo um valor minimo de 6% de falsos negativos,
como exposto na Figura 2.

Falsos negativos
6%

Falsos positivos
25%

Resultados
verdadeiros
69%

Figura 2: Resultados referentes aos falsos negativos, falsos positivos e resultados verdadeiros
(VN+FN), observados em ambos os testes avaliados.

Analisou-se a prevaléncia da doenca estudada (TVP) na populagdo em estudo, e verificou-
se que tanto na metodologia 1 quanto na metodologia 2, a prevaléncia foi de 62%. Diante deste
dado, observa-se a quantidade de doentes em 100% de pacientes suspeitos.

A TVP é uma doenca com alta prevaléncia e ocorre principalmente como complicacao de
outro processo patoldégico como neoplasias e infecces, pos-operatorio de grandes cirurgias,
traumas e imobilizacdes prolongadas dos membros inferiores (Melo et al, 2006). A prevaléncia
pode ser definida como a porcentagem de individuos doentes em uma populagdo. Consideramos
como individuos doentes os verdadeiros positivos somados aos falsos negativos (Avila, 2001).

Outro parametro avaliado foi a prevaléncia soroldgica (PS), a qual estabelece a
porcentagem de casos positivos pelo teste, em uma populacdo, ou seja, 0s verdadeiros positivos
somados aos falsos positivos (Avila, 2001). Verificou-se que a prevaléncia soroldgica nas duas
metodologias avaliadas foi de 81%. Este dado se justifica devido a quantidade de pacientes que
apresentaram resultados falsos positivos. Sendo o D-Dimero um teste de triagem, e usado para a
exclusdo do diagndstico de tromboembolismo venoso, o ideal € obter resultados falsos positivos,
para que se investigue a doenca, do que resultados falsos negativos e excluir a doenca sem
realizar o tratamento adequado.

4 — Conclusao

Um teste laboratorial como o D-Dimero deve ser utilizado para exclusdo do diagnédstico
de tromboembolismo venoso em pacientes que ndo apresentem alta probabilidade clinica. Este
teste ndo € especifico para TVP, portanto, ndo deve ser usado como diagnéstico, e sim como
complementar ao teste Eco Doppler, o qual é considerado padrdo-ouro para confirmar o possivel
quadro de tromboembolismo no paciente.

Acta Biomedica Brasiliensia / Volume 5/ n® 1/ Junho de 2014. | www.actabiomedica.com.br



TA

Biomedica Brasiliensia ISSN: 2236-0867

Os niveis plasmaticos de D-Dimeros obtidos pelo método de imunoturbidimetria e
quimiluminescéncia, sdo semelhantes, no entanto, os ensaios quimioluminescentes atualmente se
sobressaem no mercado farmacéutico devido aos baixos niveis de interferentes, visto que esse
mede a luz emitida pelos compostos quimioluminescentes. Na imunoturbidimetria mede-se a
turbidez da amostra, a qual pode resultar em anélises falsas quando uma amostra apresenta-se
hemolisada ou lipémica.
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