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INTRODUCAO

Resumo

A hemofilia € uma coagulopatia hereditaria ligada ao cromossomo X, causada pela deficién-
cia dos fatores VIII (hemofiliaA) e IX (hemofilia B). Essa doenga 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 diagnéstico laboratoriais
em fase de testes para detec¢ao e acompanhamento dos pacientes com hemofilia. Reali-
zou-se um estudo de reviséo 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; Diagnéstico molecular;
Método modificado e Potencializagdo de sensibilidade. Com essas novas técnicas sera
possivel, com maior especificidade, a quantificagéo do fator VI, identificacéo e diferencia-
cao de anticorpos inibidores de anticorpos néo inibidores; analise dos genes FVIII, FIX e
outros genes da hemostasia, por técnicas de Citometria de Fluxo e o Biossensor de Resso-
nancia de Plasmon de Superficie; deteccéo de delegdes, insergdes e mutagdes conhecidas
ou novas através do Sequenciamento de Nova Geragéo, podendo esses resultados serem
correlacionados com outros testes para melhor definigdo dos fenétipos clinicos da doenga.
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temente levar a complicagdes significativas para o tratamento
dos hemofilicos.®

A hemofilia € uma doencga genética recessiva ligada
ao cromossomo X, que acomete principalmente os homens,
sendo as mulheres principalmente portadoras desse distur-
bio da coagulagdo sanguinea.(" Ahemofilia ocorre devido a
mutacgdes nos genes F8 e F9, responsaveis pela sintese
dos fatores VIII (FVIII) e IX (FIX), respectivamente.® A au-
séncia ou diminui¢ao do fator VIl causa a hemofilia A (HA),
que é dividida em hereditaria ou adquirida (presenca de
autoanticorpos), enquanto que a deficiéncia do fator IX é
responsavel pela hemofilia B (HB).®)

As manifestagdes clinicas da doenga podem ser clas-
sificadas em leve, moderada ou grave, dependendo do ni-
vel dos fatores VIl ou IX.) Cerca de 30% dos pacientes com
hemofilia A, na sua forma grave, acabam desenvolvendo
anticorpos inibidores contra o FVIII, o que pode consequen-

O diagnéstico atual das hemofilias baseia-se na quanti-
ficacdo da atividade coagulante dos fatores VIII (FVIII:C) e
IX (FIX:C) pelo método coagulométrico e quantificacédo do
FVIII:C pelo método cromogénico.® O ensaio Bethesda por
Nijmegen™ ¢é realizado para verificar se ha presenca de
aloanticorpos ou autoanticorpos, porém esses métodos para
o diagnéstico das hemofilias proporcionam sensibilidade
limitada, visto que ha uma determinada barreira diante da
quantificacdo dos niveis dos fatores VIl ou IX e dos anticorpos
inibidores. Muitos métodos vém sendo testados, como, por
exemplo, o Biossensor de Ressonancia de Plasmon de Su-
perficie (SPR) e a Citometria de Fluxo (CF), usados para
analise de anticorpos inibidores, e o Sequenciamento de
nova geracao (NGS), que serve para analisar e detectar
possiveis alteragdes nos genes dos fatores VIl e [X.&2)

'Biomédica. Faculdade Metropolitana da Amazénia — Belém-PA, Brasil.

2Bjomédica. Doutora em Neurociéncias e Biologia Celular pela Universidade Federal do Para. Professora — Faculdade Metropolitana da Amazénia —

Belém- PA, Brasil.
Institui¢do: Faculdade Metropolitana da Amazénia — Belém-PA, Brasil.
Recebido em 19/05/2018

Artigo aprovado em 23/08/2018
DOI: 10.21877/2448-3877.201800706

RBAC. 2018;50(2):111-7

111



Rodrigues LML, Lobo GS, Rodrigues-Antunes S, Feio DCA

Por este motivo reconhece-se a necessidade de revi-
sdo sobre o tema, realizando-se um cuidadoso levantamento
sobre os métodos diagnésticos disponiveis para a hemofilia.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar um levan-
tamento bibliografico com posterior avaliagdo dos métodos
diagnésticos, comparando-os com os diagnésticos atuais, a
fim de apontar possiveis técnicas laboratoriais mais promis-
soras para detecgcé@o e acompanhamento dos hemofilicos.

MATERIAL E METODO

O presente estudo constitui-se de uma revisao inte-
grativa da literatura, norteada pela seguinte pergunta "Quais
sdo os possiveis novos métodos de diagnéstico para
hemofilia"? O levantamento de dados ocorreu no més de
janeiro de 2017, incluindo artigos publicados nos ultimos
seis anos (2011-2016). As bases de dados cientificas utili-
zadas foram PubMed e SciELO (Scientific Eletronic Library
Online), utilizando os descritores em portugués: "diagnosti-
co; técnicas; hemofilias; novas; anti-FVIII", e os descritores
em inglés: "diagnostic; techniques; haemophilia; new, anti-
FVIII', organizados em "novas técnicas diagnéstico hemo-
filia", "diagnostico hemofilia anti-FVIII", "new techniques
diagnostic haemophilia" e "diagnostic haemophilia anti-
FVII.

A busca e a sele¢do dos artigos foram realizadas por
dois revisores de forma independente e um terceiro revisor,
sempre que ndo houvesse consenso na inclusdo/exclusédo
de algum trabalho.

Os parametros para inclusdo de trabalhos seguiram
os seguintes critérios: trabalhos que abordassem sobre no-
vos métodos de diagnéstico para as hemofilias; métodos

Figura 1 - Classificagdo das novas técnicas diagndsticas

de diagnosticos em fase de testes laboratoriais e clinicos;
artigos que avaliassem os métodos de diagnésticos atuais
para as hemofilias; artigos completos e estudos realizados
em humanos. Ja como critérios de excluséo foram adotados
os seguintes parametros: artigos publicados ha mais de seis
anos ou que nao apresentassem novos métodos de diag-
nostico, ndo estivessem em fase de testes laboratoriais, ar-
tigos de revisdo e em outros idiomas, além do portugués e
inglés.

RESULTADOS

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

Apos aplicacdo dos critérios de inclusao e excluséo,
foram selecionados para esta reviséo oito artigos, todos de
perfil de ensaio clinico. Destes, dois abordavam o diagnoés-
tico molecular, um utilizava método de diagnéstico modifi-
cado, trés fizeram uso de mais de uma técnica para avaliar
a sensibilidade do teste e dois artigos abordavam a aplica-
¢éo de técnicas inovadoras.

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

Categoria Autor/Data Consideragbes
1 - Técnica Hausammann et al,  Utilizacdo de DARPins?, que imitam os epitopos que se ligam ao Bo2C11 de inibidores de FVIII,
Inovadora 201313 analisados através dos métodos Bethesda modificado e ensaio de imunoabsorgdo enzimatica

(ELISA).
Kocot et al, 201519

Deteccéo e distingao de anticorpos inibidores e néo inibidores através de um Biossensor SPR®,

com medi¢des realizadas nos dispositivos BIAcoreX e BIAcoreX100.

2 - Diagnéstico
Molecular

Lyu et al, 20161

Verificagao de inversdes no intron 22 e mutagdes sem inversdo nos genes F8 e F9 - identificadas por
alto rendimento/sequenciamento de nova geragéo (NGS) e confirmadas por sequenciamento de Sanger,

comparadas com testes de inibidores dos fatores VIl e IX - método Bethesda.

Bastida et al, 2016® Analise simultanea por sequenciamento de nova geracdo (NGS) de genes especificos (F2, F5, F8,
F9, F10, F11, VWF) e detecgdo de mutagdes como duplicacédo, inser¢cdes e delegbes de genes,
incluindo a identificagdo de novas mutagdes, com resultados concordantes com os obtidos por
sequenciamento de Sanger (SS).

3 - Método
Modificado

Milos et al, 20142

Avaliacdo de hemostase através de analise qualitativa e quantitativa de TTPa com resultados
apresentados em forma de curvas feitas a partir do soffware Mariakerd Bélgica.

4 - Potencializacdo Irigoyen et al, 201104 Detecgéo de anticorpos inibidores anti-FVIII por Citometria de Fluxo, comparado com ELISA e

de Sensibilidade Bethesda modificado.

Miller et al, 201309

Medicéo de anticorpos inibidores do fator VIII por Imunoensaio de Fluorescéncia (FLI) comparado com

o ensaio de Nijmegen Bethesda (NBA) e o Ensaio cromogénico Bethesda (CBA).

Kahle et al, 201519

Mapeamento de epitopos de inibidores anti-FVIIl com andlise da ligagéo através de ELISA.

a. Designed Ankyrin Repeat Proteins; b. Biossensor de Ressonancia de Plasmon de Superficie
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A distribuicdo percentual dos artigos nos novos possi-
veis métodos de diagnoéstico, como visto na classificacao
de categorias, foi de 12,5% para o método modificado, 25%
tanto para técnicas inovadoras como para o diagnéstico mo-
lecular e 37,5% para a potencializacao de sensibilidade.

DISCUSSAO

Devido a necessidade de se desenvolverem testes
diagnosticos com maior sensibilidade para a detecgédo e
acompanhamento de portadores e individuos doentes com
hemofilia, esta revisdo buscou reunir estudos em fase de
testes clinicos que abordem novas técnicas de diagnéstico.
Essas técnicas abordadas buscam identificar anticorpos
inibidores, avaliar os genes da hemostasia e criar marca-
dores para os antigenos ligados ao FVIIl e epitopos ligados
aos anticorpos anti-FVIII.

Individuos que possuem hemofilia A adquirida ou he-
reditaria podem desenvolver anticorpos inibidores contra o
fator VIl de coagulacéo."” Os anticorpos inibidores sao res-
ponsaveis por neutralizar a atividade pro-coagulante do FVIII,
e isso ocorre devido ao bloqueio funcional dos epitopos da
proteina, comprometendo o tratamento dos pacientes
hemofilicos.("® Para melhor compreensao dos estudos se-
lecionados, estes foram subdivididos em categorias, sen-
do eles discutidos entre si e com os métodos atualmente
utilizados para diagnéstico das hemofilias nas sec¢des se-
guintes do presente artigo.

Categoria 1: Técnica Inovadora

Kocot et al."® desenvolveram o Biossensor de Resso-
nancia de Plasmon de Superficie (SPR), que avalia a pre-
senca de aloanticorpos e de autoanticorpos. Para realiza-
cao do teste, o FVIII foi colocado na superficie 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 ndo ocorréncia da ligacao significa que ha pre-
senca 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 néo inibidores (po-
sitivo no ELISA e negativo no Bethesda modificado) e 12
pacientes controles saudaveis. As medicdes foram realiza-
das a partir dos dispositivos BIAcoreX e BIAcoreX100. O
FIX apresentou sensibilidade e especificidade diagnéstica
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
referéncia o Bethesda modificado.

Em busca de aumentar a sensibilidade na detecgéo
de anticorpos inibidores, Hausammann et al."®substituiram
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o antigeno FVIII por proteinas de ligagao 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 a regido Bo2C11 do anticorpo anti-FVIII. Os
DNAs codificadores de DARPIn foram purificados, sequen-
ciados e as reag6es de PCR (Polymerase Chain Reaction)
analisadas com o software de Analise de Sequéncia v5.2. A
resisténcia de ligacdo de DARPIns purificados foi analisa-
da por Ressonancia de Plasmon de Superficie (SPR) no
Biacore X100, onde se observou que os DARPins diméricos
apresentaram aumento de ligacdo em cerca de mil vezes
em relacdo aos DARPins monoméricos. Quando analisa-
das por ELISA, observou-se aumento de ligacdo a Bo2C11
dos DARPIns diméricos eBo01-38 e eB0o38-38 em relacao
aos DARPins monoméricos eBo01 como eBo38. Conclui-
se que os DARPins podem imitar epitopos de FVIII utilizan-
do o anticorpo monoclonal inibitério humano anti-FVIII na
regido Bo2C11 Os DARPins monoméricos podem neutrali-
zar a ligacéo de Bo2C11 a FVIII e os DARPins diméricos
apresentam uma neutralizagdo cem vezes maior.

O método dos DARPins tem como objetivo isolar os
epitopos permitindo a criagéo de assinaturas dos anticorpos
anti-FVIII de pacientes com hemofilia A, visto que a ligacao
pode ser observada tanto pelo SPR quanto pelo método de
ELISA. A neutralizacdo da ligacdo de Bo2C11 pelos
DARPins também deve ser alvo de novos estudos. Essa
nova técnica podera no futuro fazer a distingéo de anticorpos
inibidores de néo inibidores. O formato molecular dos
DARPiIns pode ser livremente escolhido, criando uma am-
pla série de proteinas de fusédo e conjugados, podendo ser
aglutinantes para o desenvolvimento de novos sistemas de
deteccgdo diagnéstica, ou até mesmo substituir anticorpos
em ensaios clinicos; logo, caracteristicas de especificidade
podem ser definidas de acordo com a patologia a ser
diagnosticada. Os DARPins apresentam producéo de bai-
xo custo e rapida geragdo em bactérias.("®

Assim como o método de DARPIns, o Biossensor SPR
realiza medigGes capazes de identificar anticorpos inibi-
dores, porém apenas o Biossensor realiza a diferenciacao
entre esses anticorpos dos néo inibidores. O teste de ELISA,
por sua vez, detecta esses anticorpos, entretanto néo é ca-
paz de fazer a distincao entre eles, podendo gerar resulta-
dos falso-positivos para anticorpos inibidores. Ja o
Bethesda realiza a detecgé@o apenas de anticorpos inibi-
dores, todavia ha dificuldades na quantificacédo através des-
se teste em baixas titulagoes.?®

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 <200pL, com duracéo de analise de menos de uma
hora.?" Desta forma, as duas metodologias apresentadas
na categoria de técnicas inovadoras mostram-se promis-
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soras como possiveis novos métodos de diagnéstico dos
anticorpos inibidores de néo inibidores associados as hemo-
filias, em relagdo aos métodos atuais.

Categoria 2: Diagnéstico molecular

Lyu et al.'" realizaram a técnica de sequenciamento
de alto rendimento nos genes F8 e F9, também conhecida
como sequenciamento de nova geracao (NGS), em pacien-
tes com hemofilia A (29 familias), B (11 familias) e seus pa-
rentes do sexo feminino, para verificar se neste ultimo gru-
po existiam portadoras da doencga. Os pacientes em estu-
do foram submetidos aos testes padrées para quantificagéo
da atividade coagulante dos fatores FVIII: C e FIX: C, teste
de Bethesda para verificagdo da presenca ou auséncia de
inibidores e testes confirmatérios para PCR e sequencia-
mento de Sanger (SS).

Os resultados no NGS estavam de acordo com tes-
tes padrées e detectaram novas mutacdes em relagéo
ao sequenciamento Sanger. No grupo de pacientes com
HA foram encontradas trés mutagdes novas: ¢.5724G>A
(p-Trp1908*), c.6116-1_6120delGAGTGTinsTCC
(p.Lys2039 llefs*13) e ¢.5220-2A>C, trés pacientes apre-
sentaram o inibidor de FVIII; nesses pacientes foram de-
tectados a presencga de duas mutagdes e um intron de in-
versdo correspondente a um éxon de dele¢do. Ja no grupo
de pacientes com HB foram detectadas oito mutacgdes re-
correntes (seis missense e dois nonsense), dois pacientes
apresentaram a mutacao ¢.1183T>C (p.Phe395Leu), porém
apenas um deles apresentava inibidor de FIX.(")

Bastida et al.® examinaram vinte pacientes com fené-
tipos de distarbios de coagulagdo hemorragico hereditario
(IBCDs), confirmados previamente e validados pelo sequen-
ciamento de Sanger. O objetivo era analisar a aplicabilidade
de um painel com 23 genes associados a hemostasia utili-
zando a NGS na plataforma llluminaMiSeq para deteccéo
de variantes. Nos resultados demonstrou-se a deficiéncia
do FVIIl como a mais comum (oito pacientes), seguida da
deficiéncia na producéo do fibrinogénio (trés pacientes), de-
ficiéncias de FIX, FX, FXIIl (trés pacientes), reducéao do FlI
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
coagulacéo da via intrinseca F8, F9 e F11 e genes da via
extrinseca F2 e F5. Foram encontradas 21 variantes pato-
génicas, incluindo seis novas mutacgdes (¢.5803delT
(p.Tyr1935llefs*10); c.197A>T (p.Lys66lle); c.1653delT
(p-Gly552Alafs*16); c.680G>A (p.Gly227Asp); c.424G>A,
c.1351A>C (p.Glu142Lys, p.lle451Leu); c.553delT
(p.Tyr185Met)), sendo 18 missense e trés alteracdes
frameshift devido a microdele¢des. A hemofilia A foi confir-
mada em sete dos oito pacientes, sendo um caso grave.
Uma mulher com suspeita de ser portadora sintomatica de
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hemofilia foi identificada com a doencga de von Willebrand
2N (DvW-2N) apés a aplicagéo do painel, onde se verificou
ser homozigoética de pArg854Gin, que é uma variante do
Fator de von Willebrand (FvW) mais comum na mutacéao de
DvW-2N.®

A hemofilia A e a Doenca de von Willebrand podem
muitas vezes ser confundidas por apresentarem deficiéncia
do FVIIl. Em fungéo disso, diversos estudos vém sendo de-
senvolvidos ao longo dos anos em busca de métodos que
oferegcam resultados com maior sensibilidade e espe-
cificidade. O NSG é um método que vem sendo emprega-
do no diagnoéstico de doengas em varias areas da saude,
como na andlise de genes relacionados a diversos tipos de
cancer e, mais recentemente, em patologias hematol6-
gicas.® Os estudos descritos®'" demostraram que, com a
técnica de NGS, é possivel realizar um diagnéstico da do-
enca no ambito molecular em todos os individuos e a identi-
ficacédo de novas mutacdes.

Atécnica de NGS apresenta alta preciséao, alta sensi-
bilidade, além de permitir o rapido sequenciamento de gran-
des sequéncias de pares de bases de DNA abrangendo
genomas inteiros, refletindo na identificacéo de novas mu-
tacdes, deteccdo de grandes mutacdes de insergéo, dele-
¢ao e outros rearranjos. Outras técnicas de sequenciamento
fazem a leitura de um namero 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-
beneficio do NGS acaba sendo maior, visto que se pode
analisar um painel inteiro de genes de forma simultanea
diferente de outros sequenciadores.(?24

Outra vantagem é a capacidade de escolher os genes
alvos para formacao do painel, diferente de alguns sequen-
ciadores que ja vém com a matriz genética pronta. No caso
de hemofilias, esta caracterizagéo poderia potencialmente
ajudar a prever a probabilidade de desenvolvimento de
inibidores e antecipar a resposta a inducao de tolerancia
imunolégica. O NGS possibilita a analise simultanea de va-
rios genes envolvidos em IBCDs, mostrando-se uma técni-
ca sensivel e eficiente no diagnéstico molecular, podendo
auxiliar principalmente no diagnéstico pré-natal e no aconse-
Ihamento genético.?324)

Categoria 3: Método modificado

Milos et al.'? desenvolveram um teste modificado da
analise de tromboplastina parcial ativada (TTPa) em onda
quantitativa, através de trés parametros 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
fenétipo clinico grave e ndo grave com os parametros do
TTPa em onda, além de verificar a associagéo destes valo-
res com eventos hemorragicos. Participaram desse estudo
81 pacientes com a doenga Hemofilia A (classificados em
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37 grave, 7 moderada e 37 leve). As analises foram feitas
por coagulémetros fotopticos modernos que recolheram os
dados durante toda a formacgéo dos coagulos usando o pro-
grama MedCald, versdo 9.3.2.0 para Windows software
Mariakerd Bélgica para analise estatistica.

O TTPa modificado € um método que serve para ava-
liar a hemostasia, com o beneficio da anélise em forma de
onda quantitativa, e no qual se tem a comparacgéao dos re-
sultados obtidos em vérias fases; portanto, o teste mostra
informacgdes sobre o processo de coagulagado em situagées
especificas. Essa onda de forma quantitativa € uma ferra-
menta de laboratério para avaliagéo de coagulagdes glo-
bais, ja que obteve resultados superiores aos métodos que
sdo considerados padrdes nos laboratérios. Outra impor-
tancia desse teste é a simplicidade, além do custo-benefi-
cio da medicao de rotina, tornando o TTPa uma ferramenta
tanto pratica como promissora para avalicdo de coagula-
¢do nos pacientes com hemofilia A. Esse estudo obteve re-
sultados em diferentes formas de curvas de reacdo no
TTPa dos pacientes.('22®

Categoria 4: Potencializagcido de sensibilidade

O Bethesda modificado € um método diagnéstico con-
siderado o padréao ouro para detecgéo de anticorpos inibi-
dores do FVIII, porém apresenta baixa sensibilidade, haven-
do a necessidade de se desenvolverem técnicas mais sen-
siveis, como os imunoensaios.?"

Irigoyen et al."¥ buscaram comparar a técnica imuno-
l6gica da Citometria de Fluxo (CF) com o Bethesda modi-
ficado e com a técnica de ELISA. Esses métodos anali-
sam a presenca de anticorpos inibidores em pacientes
com hemofilia A grave, ap6s o tratamento para reposicao
de fator VIII (FVIII). Os testes foram realizados antes e ap6s
a administracdo da terapia de reposicao de FVIII, partici-
pando do estudo trinta pacientes hemofilicos, 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 esta
relacionada com a presenca de anticorpos néo inibidores.

Miller et al.™® fizeram uma comparacao entre os tes-
tes: Ensaio Nijmegen-Bethesda (NBA), Ensaio de
Bethesda Cromogénico (CBA) e Imunoensaio de
Fluorescéncia (FLI) baseados no coagulo para a medigéo
dos inibidores de FVII. Os individuos que participaram do
estudo apresentavam hemofilia A e Hemofilia B, com fato-
res VIl e IX baixos, respectivamente, em centros de trata-
mentos para a doenca.

Entre os espécimes com NBA positivo e CBA negati-
vo, 58,1% eram FLI negativos, 12,9% tinham evidéncia de
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anticoagulante lapico e 35,5% tinham inibicdo ndo 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%)
nao 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 discordancia 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 ndo foi demonstrada em
26% dos inibidores menor em 2,0 NBU detectados no NBA
alterado.™®

Kahle et al.("® desenvolveram um estudo para identifi-
cacao de epitopos de anticorpos anti-FVIIl em pacientes com
hemofilia A, através de fagos, com ligagdes confirmadas pelo
ELISA. Trés etapas foram seguidas: selecao de peptideos
especificos de anticorpos de apresentagéo de fagos; iden-
tificacdo de residuos de peptideos de ligacédo e anticorpos
essenciais por analise mutacional, e residuos peptideos
essenciais ao FVIII e sua verificacdo. Bibliotecas de
peptideos apresentadas por fagos (PDPLs) foram pes-
quisadas para o anticorpo monoclonal murino (mAb) 2-76.
O mapeamento de epitopos detalhado mostrou sitios de Ii-
gacao nos dominios A2, A3, C2, uma preferéncia para os
dominios A2 e C2, podendo esses ligantes peptidicos es-
pecificos ser uma abordagem para identificacdo de sitios
antigénicos em FVIIl. A analise resultou na predigao de dois
epitopos dentro da regidao A2 (484-508), que contém o
epitopo funcional, e 0 mapeamento identificou os residuos
R489, V495 e/ou F501 como essenciais para a ligacao de
mAb 2-76. Os fagos especificos de anticorpo apresentam
ligantes em que peptideos imitam os locais de ligacdo ao
anticorpo. Os resultados apresentados mostraram que es-
ses epitopos de anticorpos especificos para o FVIII séo vis-
tos por meio de selecdo de ligantes peptideos especificos
de anticorpos.

A concordancia nos resultados da CF com o Bethesda
modificado e com os resultados do método de ELISA nos
pacientes torna a CF uma alternativa na deteccéo e quanti-
ficacao de anticorpos anti-FVIIl de baixo nivel em pacien-
tes hemofilicos, apresentando uma sensibilidade alta na
avaliacdo de pacientes com baixa resposta (<5BU mL),('%
visto que o método Bethesda modificado apresenta como
ponto negativo uma baixa sensibilidade na detecgéo e quantifi-
cacao desses anticorpos e uma elevada variabilidade entre

115



Rodrigues LML, Lobo GS, Rodrigues-Antunes S, Feio DCA

laboratoérios.?” A CF é uma técnica de realizagao rapida e
facil, 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-
Iho de CF é caro, devendo-se avaliar o custo-beneficio des-
sa técnica.®

Comparativamente, a técnica de apresentacéo de
fagos precisa ser melhorada, pois é necessario utilizar um
grande tempo para a sua execucdo, porém a capacidade
de identificar ligantes de anticorpo ajudara a desenvolver
novas ferramentas de diagnoésticos e terapia para as hemo-
filias, auxiliando em uma compreensao melhor da resposta
imunitaria de FVIIL.("®2% A FLI é capaz de realizar a analise
de diversas amostras em um tempo curto, apresenta sensi-
bilidade elevada e boa especificidade com baixo custo, em
comparagdo com métodos cromatograficos.(1530)

A deteccédo dos inibidores é muito importante para o
acompanhamento do tratamento feito através da reposicéao
dos fatores deficientes, porém algumas dessas técnicas
necessitam ser melhoradas, para futuramente poderem ser
utilizadas como forma de identificagéo dos epitopos pre-
sentes nos anticorpos inibidores e neutralizagdo dos mes-
mos. A analise molecular de determinados genes ao mes-
mo tempo permite entender as alteragées presentes nes-
ses genes e tracar um perfil genétipo-fenétipo de pacientes
com hemofilia, diferenciando-a das demais coagulopatias
e confirmando o diagnéstico do paciente.?*

Essas novas técnicas diagnésticas tém demonstra-
do grande importancia, visto que a presenca de anticorpos
inibidores dos fatores acaba por dificultar o tratamento dos
hemofilicos, o que pode até causar complicacdes signifi-
cantes. Isso influencia principalmente na realidade da sau-
de brasileira, ja que, de acordo com os dados publicados
em 2015 pela Federagcdo Mundial de Hemofilia, dentre os
111 paises pesquisados, o Brasil tem a quarta maior po-
pulacdo de pacientes com hemofilia, depois apenas dos
Estados Unidos, india e China.® Portanto, a grande mai-
oria dos trabalhos buscou a detecgédo desses anticorpos,
e a possivel adogéo destes novos métodos no Brasil pode
contribuir para o desenvolvimento de um diagnéstico mais
preciso, o que reflete na importancia destes para o trata-
mento, e, consequentemente, na qualidade de vida dos
pacientes.

CONCLUSAO

Os métodos padréao de diagnoésticos laboratoriais atu-
almente utilizados para a detecgé@o e acompanhamento das
hemofilias proporcionam resultados limitados devido as di-
ficuldades como quantificacdo de baixos niveis de anti-
corpos inibidores e diferenciagdo da hemofilia com as de-
mais coagulopatias. As novas técnicas estdo sendo testa-
das e melhoradas para realizar com maior especificidade
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fungdes como: a quantificacao do fator VIII, identificacdo da
presenca e diferenciacdo de anticorpos inibidores; anti-
corpos nao inibidores; analise dos genes F8 (HA) e F9 (HB)
junto com outros genes da hemostasia, para deteccédo de
delecgdes, inser¢cdes e mutagdes conhecidas ou novas; es-
ses resultados podem ser correlacionados com outros tes-
tes para melhor definicado dos fenétipos clinicos da doenca.
Com a aplicagdo dessas novas técnicas sera possivel rea-
lizar um diagnéstico mais preciso das hemofilias, para pos-
teriormente auxiliarem na escolha da melhor forma de trata-
mento, monitorizagédo e prevengao dos agravos associados
a evolugéo da patologia.

Abstract

Hemophilia is a hereditary coagulopathy linked to the X chromosome,
caused by the deficiency of factors VIl (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 cartied
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 Vil
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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Hemophilia; Diagnosis; Innovation
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