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Resumo

A hemofilia é uma coagulopatia hereditária ligada ao cromossomo X, causada pela deficiên-
cia dos fatores VIII (hemofilia A) e IX (hemofilia B). Essa doença acomete cerca de 1:10.000
nascidos vivos do sexo masculino na hemofilia A e de 1:40.000 na hemofilia B no mundo.
Este estudo buscou avaliar os métodos atuais e os novos métodos de diagnóstico laboratoriais
em fase de testes para detecção e acompanhamento dos pacientes com hemofilia. Reali-
zou-se um estudo de revisão integrativa da literatura mediante busca de artigos indexados,
utilizando as plataformas de dados PubMed e SciELO. A partir da pesquisa realizada foram
selecionados oito artigos, categorizados em: Técnica Inovadora; Diagnóstico molecular;
Método modificado e Potencialização de sensibilidade. Com essas novas técnicas será
possível, com maior especificidade, a quantificação do fator VIII, identificação e diferencia-
ção de anticorpos inibidores de anticorpos não inibidores; análise dos genes FVIII, FIX e
outros genes da hemostasia, por técnicas de Citometria de Fluxo e o Biossensor de Resso-
nância de Plasmon de Superfície; detecção de deleções, inserções e mutações conhecidas
ou novas através do Sequenciamento de Nova Geração, podendo esses resultados serem
correlacionados com outros testes para melhor definição dos fenótipos clínicos da doença.
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INTRODUÇÃO

A hemofilia é uma doença genética recessiva ligada
ao cromossomo X, que acomete principalmente os homens,
sendo as mulheres principalmente portadoras desse distúr-
bio da coagulação sanguínea.(1) A hemofilia ocorre devido a
mutações nos genes F8 e F9, responsáveis pela síntese
dos fatores VIII (FVIII) e IX (FIX), respectivamente.(2) A au-
sência ou diminuição do fator VIII causa a hemofilia A (HA),
que é dividida em hereditária ou adquirida (presença de
autoanticorpos), enquanto que a deficiência do fator IX é
responsável pela hemofilia B (HB).(3)

As manifestações clínicas da doença podem ser clas-
sificadas em leve, moderada ou grave, dependendo do ní-
vel dos fatores VIII ou IX.(4) Cerca de 30% dos pacientes com
hemofilia A, na sua forma grave, acabam desenvolvendo
anticorpos inibidores contra o FVIII, o que pode consequen-
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temente levar a complicações significativas para o tratamento
dos hemofílicos.(5)

O diagnóstico atual das hemofilias baseia-se na quanti-
ficação da atividade coagulante dos fatores VIII (FVIII:C) e
IX (FIX:C) pelo método coagulométrico e quantificação do
FVIII:C pelo método cromogênico.(6) O ensaio Bethesda por
Nijmegen(7) é realizado para verificar se há presença de
aloanticorpos ou autoanticorpos, porém esses métodos para
o diagnóstico das hemofilias proporcionam sensibilidade
limitada, visto que há uma determinada barreira diante da
quantificação dos níveis dos fatores VIII ou IX e dos anticorpos
inibidores. Muitos métodos vêm sendo testados, como, por
exemplo, o Biossensor de Ressonância de Plasmon de Su-
perfície (SPR) e a Citometria de Fluxo (CF), usados para
análise de anticorpos inibidores, e o Sequenciamento de
nova geração (NGS), que serve para analisar e detectar
possíveis alterações nos genes dos fatores VIII e IX.(8-12)
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Por este motivo reconhece-se a necessidade de revi-
são sobre o tema, realizando-se um cuidadoso levantamento
sobre os métodos diagnósticos disponíveis para a hemofilia.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar um levan-
tamento bibliográfico com posterior avaliação dos métodos
diagnósticos, comparando-os com os diagnósticos atuais, a
fim de apontar possíveis técnicas laboratoriais mais promis-
soras para detecção e acompanhamento dos hemofílicos.

MATERIAL E MÉTODO

O presente estudo constitui-se de uma revisão inte-
grativa da literatura, norteada pela seguinte pergunta "Quais
são os possíveis novos métodos de diagnóstico para
hemofilia"? O levantamento de dados ocorreu no mês de
janeiro de 2017, incluindo artigos publicados nos últimos
seis  anos (2011-2016). As bases de dados científicas utili-
zadas foram PubMed e SciELO (Scientific Eletronic Library

Online), utilizando os descritores em português: "diagnósti-
co; técnicas; hemofilias; novas; anti-FVIII", e os descritores
em inglês: "diagnostic; techniques; haemophilia; new, anti-

FVIII", organizados em "novas técnicas diagnóstico hemo-
filia", "diagnóstico hemofilia anti-FVIII", "new techniques

diagnostic haemophilia" e "diagnostic haemophilia anti-

FVIII".
A busca e a seleção dos artigos foram realizadas por

dois revisores de forma independente e um terceiro revisor,
sempre que não houvesse consenso na inclusão/exclusão
de algum trabalho.

Os parâmetros para inclusão de trabalhos seguiram
os seguintes critérios: trabalhos que abordassem sobre no-
vos métodos de diagnóstico para as hemofilias; métodos

de diagnósticos em fase de testes laboratoriais e clínicos;
artigos que avaliassem os métodos de diagnósticos atuais
para as hemofilias; artigos completos e estudos realizados
em humanos. Já como critérios de exclusão foram adotados
os seguintes parâmetros: artigos publicados há mais de seis
anos ou que não apresentassem novos métodos de diag-
nóstico, não estivessem em fase de testes laboratoriais, ar-
tigos de revisão e em outros idiomas, além do português e
inglês.

RESULTADOS

A partir da pesquisa realizada nas bases de dados,
foram encontrados os seguintes resultados no PubMed, uti-
lizando os diferentes descritores: "novas técnicas diagnós-
tico hemofilia" e "diagnóstico hemofilia anti-FVIII" 0 artigos;
"new techniques diagnostic haemophilia" 116 artigos;
"diagnostic haemophilia anti-FVIII" 22 artigos, que soma-
ram 138 artigos, sendo três repetidos e, no final, totalizando
135 artigos. Na base de dados SciELO não foram encon-
trados artigos com esses descritores supracitados.

Após aplicação dos critérios de inclusão e exclusão,
foram selecionados para esta revisão oito artigos, todos de
perfil de ensaio clínico. Destes, dois abordavam o diagnós-
tico molecular, um utilizava método de diagnóstico modifi-
cado, três fizeram uso de mais de uma técnica para avaliar
a sensibilidade do teste e dois artigos abordavam a aplica-
ção de técnicas inovadoras.

Os artigos foram distribuídos a partir da classificação
dos testes nas seguintes categorias: Técnica Inovadora; Di-
agnóstico molecular; Método modificado e Potencialização
de sensibilidade, como pode ser observado na Figura 1.

Figura 1 - Classificação das novas técnicas diagnósticas

Categoria Autor/Data Considerações

1 - Técnica
     Inovadora

Hausammann et al,
2013(13)

Utilização de DARPinsa, que imitam os epítopos que se ligam ao Bo2C11 de inibidores de FVIII,
analisados através dos métodos Bethesda modificado e ensaio de imunoabsorção enzimática
(ELISA).

Kocot et al, 2015(10) Detecção e distinção de anticorpos inibidores e não inibidores através de um Biossensor SPRb,
com medições realizadas nos dispositivos BIAcoreX e BIAcoreX100.

2 - Diagnóstico
     Molecular

Lyu et al, 2016(11) Verificação de inversões no íntron 22 e mutações sem inversão nos genes F8 e F9 - identificadas por
alto rendimento/sequenciamento de nova geração (NGS) e confirmadas por sequenciamento de Sanger,
comparadas com testes de inibidores dos fatores VIII e IX - método Bethesda.

Bastida et al, 2016(8) Análise simultânea por sequenciamento de nova geração (NGS) de genes específicos (F2, F5, F8,
F9, F10, F11, VWF) e detecção de mutações como duplicação, inserções e deleções de genes,
incluindo a identificação de novas mutações, com resultados concordantes com os obtidos por
sequenciamento de Sanger (SS).

3 - Método
     Modificado

Milos et al, 2014(12) Avaliação de hemostase através de análise qualitativa e quantitativa de TTPa com resultados
apresentados em forma de curvas feitas a partir do software Mariakerd Bélgica.

4 - Potencialização
    de Sensibilidade

Irigoyen et al, 2011(14) Detecção de anticorpos inibidores anti-FVIII por Citometria de Fluxo, comparado com ELISA e
Bethesda modificado.

Miller et al, 2013(15) Medição de anticorpos inibidores do fator VIII por Imunoensaio de Fluorescência (FLI) comparado com
o ensaio de Nijmegen Bethesda (NBA) e o Ensaio cromogênico Bethesda (CBA).

Kahle et al, 2015(16) Mapeamento de epítopos de inibidores anti-FVIII com análise da ligação através de ELISA.

a. Designed Ankyrin Repeat  Proteins; b. Biossensor de Ressonância de Plasmon de Superfície
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A distribuição percentual dos artigos nos novos possí-
veis métodos de diagnóstico, como visto na classificação
de categorias, foi de 12,5% para o método modificado, 25%
tanto para técnicas inovadoras como para o diagnóstico mo-
lecular e 37,5% para a potencialização de sensibilidade.

DISCUSSÃO

Devido à necessidade de se desenvolverem testes
diagnósticos com maior sensibilidade para a detecção e
acompanhamento de portadores e indivíduos doentes com
hemofilia, esta revisão buscou reunir estudos em fase de
testes clínicos que abordem novas técnicas de diagnóstico.
Essas técnicas abordadas buscam identificar anticorpos
inibidores, avaliar os genes da hemostasia e criar marca-
dores para os antígenos ligados ao FVIII e epítopos ligados
aos anticorpos anti-FVIII.

Indivíduos que possuem hemofilia A adquirida ou he-
reditária podem desenvolver anticorpos inibidores contra o
fator VIII de coagulação.(17) Os anticorpos inibidores são res-
ponsáveis por neutralizar a atividade pró-coagulante do FVIII,
e isso ocorre devido ao bloqueio funcional dos epítopos da
proteína, comprometendo o tratamento dos pacientes
hemofílicos.(18) Para melhor compreensão dos estudos se-
lecionados, estes foram subdivididos em categorias, sen-
do eles discutidos entre si e com os métodos atualmente
utilizados para diagnóstico das hemofilias nas seções se-
guintes do presente artigo.

Categoria 1: Técnica Inovadora

Kocot et al.(10) desenvolveram o Biossensor de Resso-
nância de Plasmon de Superfície (SPR), que avalia a pre-
sença de aloanticorpos e de autoanticorpos. Para realiza-
ção do teste, o FVIII foi colocado na superfície do Biossensor,
depois a amostra do paciente e em seguida adicionou-se o
fator IX ou fator Xa ativado (FXa), formando o complexo
Tenase. A não ocorrência da ligação significa que há pre-
sença de anticorpos inibidores na amostra do paciente. O
estudo foi realizado em 16 pacientes com anticorpos
inibidores (positivo nos testes de ELISA e Bethesda modifi-
cado), cinco pacientes com anticorpos não inibidores (po-
sitivo no ELISA e negativo no Bethesda modificado) e 12
pacientes controles saudáveis. As medições foram realiza-
das a partir dos dispositivos BIAcoreX e BIAcoreX100. O
FIX apresentou sensibilidade e especificidade diagnóstica
de 100%, enquanto que o FXa apresentou sensibilidade de
88,2% e especificidade de 100%. Ao comparar com o mé-
todo de ELISA, este apresentou sensibilidade de 87,5% e
especificidade de 76,6%, utilizando-se como método de
referência o Bethesda modificado.

Em busca de aumentar a sensibilidade na detecção
de anticorpos inibidores, Hausammann et al.(13) substituíram

o antígeno FVIII por proteínas de ligação artificiais, conheci-
das como DARPins (Designed Ankyrin Repeat Proteins),
que foram selecionadas através do Ribosome Display. Bi-
bliotecas N2C e N3C DARPin foram utilizadas para encon-
trar ligantes à região Bo2C11 do anticorpo anti-FVIII. Os
DNAs codificadores de DARPin foram purificados, sequen-
ciados e as reações de PCR (Polymerase Chain Reaction)
analisadas com o software de Análise de Sequência v5.2. A
resistência de ligação de DARPins purificados foi analisa-
da por Ressonância de Plasmon de Superfície (SPR) no
Biacore X100, onde se observou que os DARPins diméricos
apresentaram aumento de ligação em cerca de mil vezes
em relação aos DARPins monoméricos. Quando analisa-
das por ELISA, observou-se aumento de ligação a Bo2C11
dos DARPins diméricos eBo01-38 e eBo38-38 em relação
aos DARPins monoméricos eBo01 como eBo38. Conclui-
se que os DARPins podem imitar epítopos de FVIII utilizan-
do o anticorpo monoclonal inibitório humano anti-FVIII na
região Bo2C11 Os DARPins monoméricos podem neutrali-
zar a ligação de Bo2C11 a FVIII e os DARPins diméricos
apresentam uma neutralização cem vezes maior.

O método dos DARPins tem como objetivo isolar os
epítopos permitindo a criação de assinaturas dos anticorpos
anti-FVIII de pacientes com hemofilia A, visto que a ligação
pode ser observada tanto pelo SPR quanto pelo método de
ELISA. A neutralização da ligação de Bo2C11 pelos
DARPins também deve ser alvo de novos estudos. Essa
nova técnica poderá no futuro fazer a distinção de anticorpos
inibidores de não inibidores. O formato molecular dos
DARPins pode ser livremente escolhido, criando uma am-
pla série de proteínas de fusão e conjugados, podendo ser
aglutinantes para o desenvolvimento de novos sistemas de
detecção diagnóstica, ou até mesmo substituir anticorpos
em ensaios clínicos; logo, características de especificidade
podem ser definidas de acordo com a patologia a ser
diagnosticada. Os DARPins apresentam produção de bai-
xo custo e rápida geração em bactérias.(19)

Assim como o método de DARPins, o Biossensor SPR
realiza medições capazes de identificar anticorpos inibi-
dores, porém apenas o Biossensor realiza a diferenciação
entre esses anticorpos dos não inibidores. O teste de ELISA,
por sua vez, detecta esses anticorpos, entretanto não é ca-
paz de fazer a distinção entre eles, podendo gerar resulta-
dos falso-positivos para anticorpos inibidores. Já o
Bethesda realiza a detecção apenas de anticorpos inibi-
dores, todavia há dificuldades na quantificação através des-
se teste em baixas titulações.(20)

O Biossensor SPR é um método capaz de detectar,
quantificar e avaliar a atividade inibidora de autoanticorpos
ou aloanticorpos, utilizando um pequeno volume de amos-
tra de <200μL, com duração de análise de menos de uma
hora.(21) Desta forma, as duas metodologias apresentadas
na categoria de técnicas inovadoras mostram-se promis-
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soras como possíveis novos métodos de diagnóstico dos
anticorpos inibidores de não inibidores associados às hemo-
filias, em relação aos métodos atuais.

Categoria 2: Diagnóstico molecular

Lyu et al.(11) realizaram a técnica de sequenciamento
de alto rendimento nos genes F8 e F9, também conhecida
como sequenciamento de nova geração (NGS), em pacien-
tes com hemofilia A (29 famílias), B (11 famílias) e seus pa-
rentes do sexo feminino, para verificar se neste último gru-
po existiam portadoras da doença. Os pacientes em estu-
do foram submetidos aos testes padrões para quantificação
da atividade coagulante dos fatores FVIII: C e FIX: C, teste
de Bethesda para verificação da presença ou ausência de
inibidores e testes confirmatórios para PCR e sequencia-
mento de Sanger (SS).

Os resultados no NGS estavam de acordo com tes-
tes padrões e detectaram novas mutações em relação
ao sequenciamento Sanger. No grupo de pacientes com
HA foram encontradas três mutações novas: c.5724G>A
(p.Trp1908*), c.6116-1_6120delGAGTGTinsTCC
(p.Lys2039 Ilefs*13) e c.5220-2A>C, três pacientes apre-
sentaram o inibidor de FVIII; nesses pacientes foram de-
tectados a presença de duas mutações e um íntron de in-
versão correspondente a um éxon de deleção. Já no grupo
de pacientes com HB foram detectadas oito mutações re-
correntes (seis missense e dois nonsense), dois pacientes
apresentaram a mutação c.1183T>C (p.Phe395Leu), porém
apenas um deles apresentava inibidor de FIX.(11)

Bastida et al.(8) examinaram vinte pacientes com fenó-
tipos de distúrbios de coagulação hemorrágico hereditário
(IBCDs), confirmados previamente e validados pelo sequen-
ciamento de Sanger. O objetivo era analisar a aplicabilidade
de um painel com 23 genes associados à hemostasia utili-
zando a NGS na plataforma IlluminaMiSeq para detecção
de variantes. Nos resultados demonstrou-se a deficiência
do FVIII como a mais comum (oito pacientes), seguida da
deficiência na produção do fibrinogênio (três pacientes), de-
ficiências de FIX, FX, FXIII (três  pacientes), redução do FII
e FXI e DvW com dois casos cada.

O painel de 23 genes proporcionou identificar as vari-
antes associadas aos genes que codificam os fatores de
coagulação da via intrínseca F8, F9 e F11 e genes da via
extrínseca F2 e F5. Foram encontradas 21 variantes pato-
gênicas, incluindo seis novas mutações (c.5803delT
(p.Tyr1935Ilefs*10); c.197A>T (p.Lys66Ile); c.1653delT
(p.Gly552Alafs*16); c.680G>A (p.Gly227Asp); c.424G>A,
c.1351A>C (p.Glu142Lys, p.Ile451Leu); c.553delT
(p.Tyr185Met)), sendo 18 missense e três alterações
frameshift devido a microdeleções. A hemofilia A foi confir-
mada em sete dos oito pacientes, sendo um caso grave.
Uma mulher com suspeita de ser portadora sintomática de

hemofilia foi identificada com a doença de von Willebrand
2N (DvW-2N) após a aplicação do painel, onde se verificou
ser homozigótica de pArg854Gln, que é uma variante do
Fator de von Willebrand (FvW) mais comum na mutação de
DvW-2N.(8)

A hemofilia A e a Doença de von Willebrand podem
muitas vezes ser confundidas por apresentarem deficiência
do FVIII. Em função disso, diversos estudos vêm sendo de-
senvolvidos ao longo dos anos em busca de métodos que
ofereçam resultados com maior sensibilidade e espe-
cificidade. O NSG é um método que vem sendo emprega-
do no diagnóstico de doenças em várias áreas da saúde,
como na análise de genes relacionados a diversos tipos de
câncer e, mais recentemente, em patologias hematoló-
gicas.(22) Os estudos descritos(8,11) demostraram que, com a
técnica de NGS, é possível realizar um diagnóstico da do-
ença no âmbito molecular em todos os indivíduos e a identi-
ficação de novas mutações.

A técnica de NGS apresenta alta precisão, alta sensi-
bilidade, além de permitir o rápido sequenciamento de gran-
des sequências de pares de bases de DNA abrangendo
genomas inteiros, refletindo na identificação de novas mu-
tações, detecção de grandes mutações de inserção, dele-
ção e outros rearranjos. Outras técnicas de sequenciamento
fazem a leitura de um número restrito de pares de base
em um tempo maior comparados ao NGS, que pode ler
um painel com muitos genes em algumas horas; o custo-
benefício do NGS acaba sendo maior, visto que se pode
analisar um painel inteiro de genes de forma simultânea
diferente de outros sequenciadores.(23,24)

Outra vantagem é a capacidade de escolher os genes
alvos para formação do painel, diferente de alguns sequen-
ciadores que já vêm com a matriz genética pronta. No caso
de hemofilias, esta caracterização poderia potencialmente
ajudar a prever a probabilidade de desenvolvimento de
inibidores e antecipar a resposta à indução de tolerância
imunológica. O NGS possibilita a análise simultânea de vá-
rios genes envolvidos em IBCDs, mostrando-se uma técni-
ca sensível e eficiente no diagnóstico molecular, podendo
auxiliar principalmente no diagnóstico pré-natal e no aconse-
lhamento genético.(23,24)

Categoria 3: Método modificado

Milos et al.(12) desenvolveram um teste modificado da
análise de tromboplastina parcial ativada (TTPa) em onda
quantitativa, através de três parâmetros quantitativos (delta,
ratio-1 e ratio-2) comparando-o com a atividade do fator VIII,
com o objetivo de comparar e quantificar pacientes com o
fenótipo clínico grave e não grave com os parâmetros do
TTPa em onda, além de verificar a associação destes valo-
res com eventos hemorrágicos. Participaram desse estudo
81 pacientes com a doença Hemofilia A (classificados em
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37 grave, 7 moderada e 37 leve). As análises foram feitas
por coagulômetros fotópticos modernos que recolheram os
dados durante toda a formação dos coágulos usando o pro-
grama MedCald, versão 9.3.2.0 para Windows software

Mariakerd Bélgica para análise estatística.
O TTPa modificado é um método que serve para ava-

liar a hemostasia, com o benefício da análise em forma de
onda quantitativa, e no qual se tem a comparação dos re-
sultados obtidos em várias fases; portanto, o teste mostra
informações sobre o processo de coagulação em situações
específicas. Essa onda de forma quantitativa é uma ferra-
menta de laboratório para avaliação de coagulações glo-
bais, já que obteve resultados superiores aos métodos que
são considerados padrões nos laboratórios. Outra impor-
tância desse teste é a simplicidade, além do custo-benefí-
cio da medição de rotina, tornando o TTPa uma ferramenta
tanto prática como promissora para avalição de coagula-
ção nos pacientes com hemofilia A. Esse estudo obteve re-
sultados em diferentes formas de curvas de reação no
TTPa dos pacientes.(12,25)

Categoria 4: Potencialização de sensibilidade

O Bethesda modificado é um método diagnóstico con-
siderado o padrão ouro para detecção de anticorpos inibi-
dores do FVIII, porém apresenta baixa sensibilidade, haven-
do a necessidade de se desenvolverem técnicas mais sen-
síveis, como os imunoensaios.(27)

Irigoyen et al.(14) buscaram comparar a técnica imuno-
lógica da Citometria de Fluxo (CF) com o Bethesda modi-
ficado e com a técnica de ELISA. Esses métodos anali-
sam a presença de anticorpos inibidores em pacientes
com hemofilia A grave, após o tratamento para reposição
de fator VIII (FVIII). Os testes foram realizados antes e após
a administração da terapia de reposição de FVIII, partici-
pando do estudo trinta pacientes hemofílicos, sendo que
13 foram detectados com anticorpos inibidores pelo mé-
todo de Bethesda modificado. Os pacientes que apresen-
tavam anticorpos inibidores tiveram resultado positivo nos
métodos Bethesda modificado, ELISA e CF, porém seis
pacientes apresentaram resultado fracamente positivo em
apenas um teste (CF ou ELISA). Essa positividade está
relacionada com a presença de anticorpos não inibidores.

Miller et al.(15) fizeram uma comparação entre os tes-
tes: Ensaio Nijmegen-Bethesda (NBA), Ensaio de
Bethesda Cromogênico (CBA) e Imunoensaio de
Fluorescência (FLI) baseados no coágulo para a medição
dos inibidores de FVII. Os indivíduos que participaram do
estudo apresentavam hemofilia A e Hemofilia B, com fato-
res VIII e IX baixos, respectivamente, em centros de trata-
mentos para a doença.

Entre os espécimes com NBA positivo e CBA negati-
vo, 58,1% eram FLI negativos, 12,9% tinham evidência de

anticoagulante lúpico e 35,5% tinham inibição não depen-
dente do tempo. CBA e FLI foram positivos em 72,4% e
100% de 1,0-1,9 espécimes NBU e 43,1% e 50,0% de 0,5-
0,9 espécimes NBU. A FLI detectou anticorpos em 98,0%
de CBA-positivos e 81,6% de NBA positivos. Entre os paci-
entes previamente positivos com 0,5-1,9 NBU, 7/25 (28%)
não foram CBA ou FLI positivo. FLI foi positivo em 36/169
NBU-negativo espécimes (21,3%). Quando comparados
todos os métodos, mostram-se resultados tanto para o NBA,
CBA, e FLI positivos para o NBU, até 100% dos espécimes
positivos para o CBA, (98,5%) FLI positivos para NBU
(72,4%) positivos para CBA e 100% foram FLI positivos.
No caso do CBA e FLI foram considerados positivos em
43,1% e 50% dos espécimes. Apenas 4% dos espécimes
apresentaram discordância entre os resultados da NBA e
CBA. O FLI detectou anticorpos em 98,0% dos espécimes
CBA-positivos, mas apenas 81,6% dos espécimes NBA-
positivos. A especificidade do FVIII não foi demonstrada em
26% dos inibidores menor em 2,0 NBU detectados no NBA
alterado.(15)

Kahle et al.(16) desenvolveram um estudo para identifi-
cação de epítopos de anticorpos anti-FVIII em pacientes com
hemofilia A, através de fagos, com ligações confirmadas pelo
ELISA. Três etapas foram seguidas: seleção de peptídeos
específicos de anticorpos de apresentação de fagos; iden-
tificação de resíduos de peptídeos de ligação e anticorpos
essenciais por análise mutacional, e resíduos peptídeos
essenciais ao FVIII e sua verificação. Bibliotecas de
peptídeos apresentadas por fagos (PDPLs) foram pes-
quisadas para o anticorpo monoclonal murino (mAb) 2-76.
O mapeamento de epítopos detalhado mostrou sítios de li-
gação nos domínios A2, A3, C2, uma preferência para os
domínios A2 e C2, podendo esses ligantes peptídicos es-
pecíficos ser uma abordagem para identificação de sítios
antigênicos em FVIII. A análise resultou na predição de dois
epítopos dentro da região A2 (484-508), que contém o
epítopo funcional, e o mapeamento identificou os resíduos
R489, V495 e/ou F501 como essenciais para a ligação de
mAb 2-76. Os fagos específicos de anticorpo apresentam
ligantes em que peptídeos imitam os locais de ligação ao
anticorpo. Os resultados apresentados mostraram que es-
ses epítopos de anticorpos específicos para o FVIII são vis-
tos por meio de seleção de ligantes peptídeos específicos
de anticorpos.

A concordância nos resultados da CF com o Bethesda
modificado e com os resultados do método de ELISA nos
pacientes torna a CF uma alternativa na detecção e quanti-
ficação de anticorpos anti-FVIII de baixo nível em pacien-
tes hemofílicos, apresentando uma sensibilidade alta na
avaliação de pacientes com baixa resposta (<5BU mL),(14)

visto que o método Bethesda modificado apresenta como
ponto negativo uma baixa sensibilidade na detecção e quantifi-
cação desses anticorpos e uma elevada variabilidade entre
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para as hemofilias: revisão integrativa
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laboratórios.(27) A CF é uma técnica de realização rápida e
fácil, seus resultados podem ser obtidos em algumas horas
e utiliza uma pequena quantidade de amostra do paciente,
podendo ser realizada no plasma ou soro. Porém, o apare-
lho de CF é caro, devendo-se avaliar o custo-benefício des-
sa técnica.(28)

Comparativamente, a técnica de apresentação de
fagos precisa ser melhorada, pois é necessário utilizar um
grande tempo para a sua execução, porém a capacidade
de identificar ligantes de anticorpo ajudará a desenvolver
novas ferramentas de diagnósticos e terapia para as hemo-
filias, auxiliando em uma compreensão melhor da resposta
imunitária de FVIII.(16,29) A FLI é capaz de realizar a análise
de diversas amostras em um tempo curto, apresenta sensi-
bilidade elevada e boa especificidade com baixo custo, em
comparação com métodos cromatográficos.(15,30)

A detecção dos inibidores é muito importante para o
acompanhamento do tratamento feito através da reposição
dos fatores deficientes, porém algumas dessas técnicas
necessitam ser melhoradas, para futuramente poderem ser
utilizadas como forma de identificação dos epítopos pre-
sentes nos anticorpos inibidores e neutralização dos mes-
mos. A análise molecular de determinados genes ao mes-
mo tempo permite entender as alterações presentes nes-
ses genes e traçar um perfil genótipo-fenótipo de pacientes
com hemofilia, diferenciando-a das demais coagulopatias
e confirmando o diagnóstico do paciente.(24)

Essas novas técnicas diagnósticas têm demonstra-
do grande importância, visto que a presença de anticorpos
inibidores dos fatores acaba por dificultar o tratamento dos
hemofílicos, o que pode até causar complicações signifi-
cantes. Isso influencia principalmente na realidade da saú-
de brasileira, já que, de acordo com os dados publicados
em 2015 pela Federação Mundial de Hemofilia, dentre os
111 países pesquisados, o Brasil tem a quarta maior po-
pulação de pacientes com hemofilia, depois apenas dos
Estados Unidos, Índia e China.(26) Portanto, a grande mai-
oria dos trabalhos buscou a detecção desses anticorpos,
e a possível adoção destes novos métodos no Brasil pode
contribuir para o desenvolvimento de um diagnóstico mais
preciso, o que reflete na importância destes para o trata-
mento, e, consequentemente, na qualidade de vida dos
pacientes.

CONCLUSÃO

Os métodos padrão de diagnósticos laboratoriais atu-
almente utilizados para a detecção e acompanhamento das
hemofilias proporcionam resultados limitados devido às di-
ficuldades como quantificação de baixos níveis de anti-
corpos inibidores e diferenciação da hemofilia com as de-
mais coagulopatias. As novas técnicas estão sendo testa-
das e melhoradas para realizar com maior especificidade

funções como: a quantificação do fator VIII, identificação da
presença e diferenciação de anticorpos inibidores; anti-
corpos não inibidores; análise dos genes F8 (HA) e F9 (HB)
junto com outros genes da hemostasia, para detecção de
deleções, inserções e mutações conhecidas ou novas; es-
ses resultados podem ser correlacionados com outros tes-
tes para melhor definição dos fenótipos clínicos da doença.
Com a aplicação dessas novas técnicas será possível rea-
lizar um diagnóstico mais preciso das hemofilias, para pos-
teriormente auxiliarem na escolha da melhor forma de trata-
mento, monitorização e prevenção dos agravos associados
à evolução da patologia.

Abstract

Hemophilia is a hereditary coagulopathy linked to the X chromosome,
caused by the deficiency of factors VIII (hemophilia A) and IX (hemophilia

B). This disease affects about 1: 10.000 live male births in hemophilia

A and 1: 40.000 in hemophilia B in the world. This study aimed to evaluate

current methods and new laboratory diagnostic methods being tested

for the detection and follow-up of patients with hemophilia. An integrative

review of the literature was carried out by searching indexed articles

using the PubMed and SciELO data platforms. From the research carried

out, only 8 articles were selected, categorized in: Innovative Technique;

Molecular diagnosis; Modified method and Sensitivity enhancement. With

these new techniques will be possible with greater specificity factor VIII

quantification, identification and differentiation of non-inhibitory antibody

inhibitor antibodies; analysis of the FVIII, FIX and other genes of

hemostasis by Flow Cytometry techniques and the Surface Plasmon

Resonance Biosensor; detection of deletions, insertions and mutations

known or new through New Generation Sequencing, these results being

correlated with other tests to better define the clinical phenotypes of the

disease.
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