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TOPICOS ABORDADOS

v Ensaio dos Fatores Vil e IX: Métodos v Monitoramento Pés-Infusdo de FVIIl e FIX

V' de Um Estadgio e Cromogénico v Terapia Génica

v Realizagdo de Ensaios de Fatores em Analisadores v Aspectos Laboratoriais para Tratamento com Terapia
Cujo Software Utiliza Diluigdo Unica de Reequilibrio da Hemostasia

Anticorpos Biespecificos

Ensaio dos Fatores VIl e IX: Métodos de Um Estagio e Cromogénico: o diagndstico laboratorial de hemofilia A
ou B é feito pela medi¢do da atividade do fator (Srivastava et al, 2020). A metodologia mais comumente usada é o
ensaio de coagulagdo de um estadgio baseado no TTPA. O ensaio de um estagio para atividade do FVIII é descrito
nesta segdo. O ensaio se baseia na comparagdo da capacidade de diluigdes de plasmas padrdo e de teste para
corrigir o TTPA de plasma totalmente deficiente em FVIII, mas que contém todos os outros fatores necessarios para
a coagulagdo normal. Para os fatores IX, X| e XlI, o ensaio é essencialmente igual e ¢ realizado pela substituicdo do
plasma deficiente relevante por plasma deficiente em FVIIl e apds a selegdo do plasma de referéncia apropriado (Baker
et al, 2020). O ensaio de FVIIl ou FIX de um estagio ndo pode ser realizado na presenga de anticorpos biespecificos,
como emicizumabe (Jenkins et al, 2020).

Reagentes:

v Plasma de teste citratado pobre em plaquetas
v" Plasma padrao (de referéncia/calibrador)

O plasma padréo (de referéncia) utilizado deve ser um pool de plasma preparado localmente e mantido a -70°C ou
menos, ou plasma padrdo comercial. Em ambos os casos, esse plasma de referéncia deve ser calibrado para o ensaio
de coagulagdo de acordo com o padrdo internacional vigente para FVIII ou FIX no plasma. Néo é aceitavel presumir
que um pool de plasma normal tenha 100 Ul/dL.

v" Plasma de controle de qualidade interno (CLSI, 2016)
v Plasma deficiente em FVIII

Esse plasma esta disponivel comercialmente ou pode ser coletado de um doador com hemofilia nas seguintes condigdes:

v" Nivel menor que 1 Ul/dL

v" Sem histérico de anticorpos contra FVIII

v Néo recebeu tratamento por duas semanas, incluindo terapia de meia-vida estendida (EHL) ou terapia
com anticorpos biespecificos

v Testes de fungdo hepatica normais

Fungdo hepatica anormal pode levar a redugdo de outros fatores de coagulagdo, o que afeta a especificidade
do ensaio. Esse plasma pode ser armazenado em aliquotas a -20°C ou menos por aproximadamente 1 més
(Woodhams et al, 2001; Zhao et al, 2018). E preferivel utilizar plasma deficiente em FVIII/FIX produzido por
imunodeplecdo de FVIII ou FIX de plasma normal usando um anticorpo monoclonal. Esse tipo de material
estd disponivel comercialmente e tem a vantagem de maior seguranga viral em comparagdo com o plasma
proveniente de pacientes com hemofilia tratados com produtos derivados de plasma. Entretanto, nem todos os
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plasmas imunodepletados sdo <1 Ul/dL, e deve-se ter cuidado ao verificar isso antes do uso. Alguns especialistas
consideram que a presenga de concentragdes normais de FVW no plasma deficiente em FVIII/FIX pode ser uma
vantagem, e ha evidéncias que corroboram essa afirmagdo em relagdo aos ensaios realizados como parte das
determinagdes de inibidores (Verbruggen et al, 2001).

v Reagente de TTPA sensivel a deficiéncias de fatores (CLSI, 2016)
v" Solugdo salina tamponada de Owren (OBS ou tampao glioxalina; consulte a se¢do sobre reagentes)
v' CaCl, 25 mM (observe que o CaCl, da Werfen fornecido com SynthASil é 20 mM)

Método:

v" Faca dilui¢cdes de 1/10 de plasma padrdo, de CQ e teste em solugdo salina tamponada em tubos plasticos
(se for esperado que o plasma de teste tenha um nivel muito baixo de FVIII, comece com diluigdo de 1/5.)

v" Usando volumes de 0,2 mL, faga diluigdes duplas em OBS de plasma padrédo, de CQ e teste de 1/10 a
1/40 em tubos plasticos (misture bem cada dilui¢do antes de transferir para o préximo tubo). As diluigdes
de plasma devem ser testadas imediatamente apds a preparagdo. Se a temperatura ambiente exceder
25°C, pode ser necessario manter as diluigdes em gelo imido antes do teste.

v Pipete 0,1 mL de cada diluigdo padréo para um tubo de vidro de 75 x 10 mm.

v" Adicione 0,1 mL de plasma deficiente em FVIII e transfira para banho-maria a 37°C.

v" Adicione 0,1 mL de reagente de TTPA e incube por 5 minutos.

v" Aos 5 minutos, adicione 0,1 mL de CaCl, e registre o tempo de coagulagéo.

v Um “branco” também deve ser preparado utilizando 0,1 mL de OBS em vez de plasma de teste.

O tempo de coagulagdo do branco deve ser maior que o tempo de atividade de FVIII de 1% do padrao no gréafico
de calibragdo. Se o tempo for menor, isso indica que o plasma substrato ndo é totalmente deficiente em FVIl e,
portanto, ndo é um plasma substrato adequado.

Resultados: a representagdo gréfica dos resultados requer papel milimetrado com escala logaritmica dupla ou
logaritmica/linear. A diluicdo de 1/10 recebe arbitrariamente o valor de 100%, a diluicdo de 1/20, o valor de 50%, e
a diluicdo de 1/40, o valor de 25%. Se utilizada, a diluigdo de 1/5 tem o valor de 200%. Linhas retas, paralelas entre
si, devem ser obtidas. Leia a concentragdo da amostra de teste conforme mostrado na Figura 7. Nesse exemplo,
a concentragdo de FVIIl na amostra de teste é 7% daquela no padrao. Se o padréo tiver concentragdo de FVIII de
85 Ul/dL, a amostra de teste terd concentragdo de 85 Ul/dL x 7% = 6 Ul/dL. Se as linhas ndo forem paralelas, o
ensaio deve ser repetido. Linhas ndo paralelas podem ocorrer devido a erros técnicos. Se o erro técnico tiver sido
eliminado, pode ser devido a presenca de um inibidor, que pode agir especificamente contra o FVIII, ou pode ser
do tipo “lipico”, apresentando padrdo convergente. Linhas divergentes sdo tipicas de uma amostra ativada ou da
presenca de um DOAC (Baker et al, 2020).

Observagdes: se a concentragdo de FVIII (ou FIX) no plasma de teste for proxima de zero (ou seja, se os tempos de
coagulagdo de todas as diluigdes forem semelhantes aos do branco), podem ocorrer linhas n&o paralelas. A presenca de
anticoagulante lUpico pode interferir nos fosfolipidios dos reagentes de TTPA e produzir ensaios de fatores ndo paralelos
(Ruinemans-Koerts et al, 2001). A faixa normal deve ser estabelecida localmente, mas com frequéncia apresenta limite
inferior de 50 a 65 Ul/dL para FVIIl e FIX. O monitoramento exato de alguns produtos de EHL por ensaio de um estagio
pode ser afetado pelo reagente de TTPA utilizado (Gray et al, 2020). Consulte a Parte 6 sobre EHL. Ensaios de FVIII
ou FIX de um estagio ndo podem ser realizados na presenca de anticorpos biespecificos, como emicizumabe. Esses
medicamentos encurtam artificialmente o TTPA. O tempo de coagulagao curto em um ensaio de um estagio corresponde
a alta atividade do fator (Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). Consulte a Parte 6 sobre anticorpos
biespecificos. Discrepancia no FVIII entre ensaio de um estagio e cromogénico foi descrita na hemofilia A leve em algumas
areas geograficas e raramente na hemofilia B leve (Pouplard et al, 2009). Se possivel, um novo diagnéstico de hemofilia
leve deve incluir FVIII:C ou FIX:C também medidos por ensaio cromogénico (Bowyer et al., 2018). Ensaios de FVIIl de um
estagio podem ser usados para medir a terapia com FVIII recombinante suino (Bowyer et al., 2022). H4 uma mutagdo no
FIX, FIX Padua (p.R338L), que apresenta atividade de FIX oito vezes maior que a do antigeno (Simioni et al, 2009).
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Figura 7. Gréfico do ensaio de FVIII

As amostras de teste devem ser analisadas utilizando trés diluicdes diferentes da amostra, conforme descrito acima.
Essa é uma recomendag&o consistente em diretrizes nacionais e internacionais publicadas, incluindo as da WFH. Ela
melhora a exatidédo e a precisdo do ensaio em comparagdo com o uso de uma Unica diluigdo da amostra de teste.
As vezes, os ensaios de fatores sdo realizados em analisadores com software projetado para testar apenas uma Unica
diluigdo da amostra de teste. A segdo a seguir descreve um método que pode ser usado para incluir trés diluigdes
da amostra de teste nesses analisadores.

Realizagdo de Ensaios de Fatores em Analisadores Cujo Software Utiliza Dilui¢io Unica da Amostra de Teste:
a WFH recomenda que ensaios baseados em TTPA de um estagio para FVIIl e FIX sejam realizados utilizando trés
dilui¢des diferentes da amostra de teste. Isso € descrito no seguinte documento:

Diretrizes da WFH para Manejo da Hemofilia, 3% edigdo. Srivastava A, Santagostino E, Dougall A, Kitchen
S, Sutherland M, Pipe SW, Carcao M, Mahlangu J, Ragni MV, Windyga J, Llinds A, Goddard NJ, Mohan
R, Poonnoose PM, Feldman BM, Lewis SZ, van den Berg HM, Pierce GF; Capitulo 3: Diagndstico e
Monitoramento Laboratorial. Steve Kitchen, Francisco de Paula Careta, Silmara A de Lima Montalvao,
Emna Gouider, Radoslaw Kaczmarek, Claude T. Tagny, Pierre Toulon, Glenn F. Pierce, Alok Srivastava.
Haemofilia 2020; 26 (Supl 1): 35-48.

O documento completo estd disponivel para download gratuito no site da WFH por meio do seguinte link:

Guidelines for the Management of Hemophilia — Plataforma de elLearning (wfh.org)
O texto a seguir foi reproduzido da diretriz da WFH:

Recomendacgéo: Para a investigagdo laboratorial decorrente de uma suspeita clinica de hemofilia usando ensaios de
FVIII/FIX de um estégio, a WFH recomenda a anélise usando trés diluicbes diferentes das amostras de plasma de
referéncia e de teste.

OBSERVACAO: Os resultados das diluicées de plasma de teste e padrdo devem ser comparados por anélise em linha
paralela. Um modo para realizar essa avaliagédo consiste em calcular o coeficiente de variagdo (CV) dos trés resultados
usando a equagdo CV = ([desvio padrdo/média] x 100). Se o CV dos trés resultados for menor que 15%, entdo a
média dos trés resultados deve ser relatada. Se o CV for maior que 15%, os resultados devem ser examinados com
atengdo. A presenga de inibidores patolégicos contra fatores de coagulagdo especificos ou anticoagulantes lipicos
pode interferir em alguns ensaios de FVIlIl e FIX de um estégio. Alguns anticoagulantes terapéuticos também podem
exibir esse efeito de interferéncia. Em todos esses contextos, a atividade do fator aumenta no ensaio conforme o
plasma é progressivamente diluido. A atividade do fator é subestimada quando o plasma é menos diluido e um
resultado de atividade mais exato é obtido quando o plasma de teste é mais diluido.
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Os principios acima também devem ser aplicados a ensaios de um estagio para outros fatores de coagulagdo (ou
seja, Fll, FV, FVII, FX, FXI e FXIl). Alguns analisadores possuem software que permite mais de uma diluicdo da amostra

de teste.

dilui¢des,

Nesses analisadores, a amostra de teste é apresentada para andlise e o analisador constréi as diferentes
executa o ensaio e calcula a atividade do fator de coagulagéo a ser analisado. Outros analisadores possuem

software que permite apenas uma Unica diluigdo da amostra de teste. O procedimento abaixo pode ser usado nesses

analisadores para que as recomendagdes da WFH possam ser seguidas com maior exatidao e precisdo do ensaio.

Os exemplos fornecidos sdo para ensaios de FVIII, mas podem ser usados para ensaios de um estagio de outros fatores.

v

v
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As amostras de teste sdo colocadas no analisador ndo diluidas (ou seja, sem qualquer pré-diluicédo pelo
operador).

A amostra de teste é pré-diluida na proporgéo de 1:2 pelo operador com o mesmo tampao de ensaio
utilizado pelo analisador, que geralmente é o tamp&o de Owren, mas pode ser um tampao diferente.
Isso pode ser feito em tubos ou frascos de plastico que possam ser apresentados ao analisador para
anélise e que ndo causem ativagdo da amostra de teste.

A amostra de teste é pré-diluida na proporgdo de 1:4 com o mesmo tampao de ensaio utilizado pelo
analisador (vide pontos 2 e 3 acima).

Isso significa que o analisador recebe trés materiais diferentes derivados da mesma amostra de
teste.

O analisador é entdo solicitado a executar um ensaio de FVIIl em cada um desses trés materiais (ou seja,
amostra de teste néo diluida, amostra de teste pré-diluida 1:2 e amostra de teste pré-diluida 1:4).

Um resultado de FVIII é obtido na amostra de teste nao diluida.

Outro resultado é obtido na amostra de teste que foi pré-diluida 1:2. Esse deve ser multiplicado por 2
para corrigir a pré-diluigdo.

Outro resultado é obtido na amostra de teste que foi pré-diluida 1:4. Esse deve ser multiplicado por 4
para corrigir a pré-diluicdo.

Os trés nimeros sao entdo comparados pelo operador.

Normalmente, os trés nimeros sdo muito proximos. Nesse caso, o operador consegue calcular e relatar a
média dos trés nimeros como a atividade de FVIIl da amostra de teste.

As vezes, os trés nimeros nio sio préximos. Isso pode ocorrer se a amostra contiver substancias
interferentes ou se a coagulagéo tiver sido ativada na amostra (por exemplo, talvez devido a dificuldades
durante a coleta da amostra).

O operador deve decidir se é seguro usar a média das trés respostas diferentes.

A WFH recomenda o uso de uma avaliagdo matemaética simples para decidir.

Isso é feito calculando o CV dos trés resultados diferentes.

A média dos trés resultados diferentes pode ser usada com segurancga se o CV for <15%.

O uso da média dessa maneira melhora a precisdo do teste.

Se o CV for maior que 15%, o operador terd mais decisdes a considerar.

Quando o nivel do fator for 10 a 15 Ul/dL, o CV das trés dilui¢gdes é maior do que quando a atividade do
fator estd em niveis mais altos. Nessas amostras, um CV de 20% pode ser aceito.

Quando o nivel do fator estiver abaixo de 5 Ul/dL, pré-diluicdo de 1:4 pode reduzir a atividade do fator
abaixo do limite inferior de quantificagdo, dependendo dos reagentes. Nessas amostras, é aceitavel testar
apenas a amostra de teste ndo diluida e a amostra de teste pré-diluida 1:2. Nesse caso, o laboratério deve
relatar a média dos dois resultados (ap6s multiplicar o resultado do analisador da diluigédo 1:2 por 2), sem
célculo do CV.

Para amostras com FVIIl >15 Ul/dL, se o CV for >15% e o resultado no plasma n&o diluido for menor que
os resultados na terceira diluigdo, isso indica que pode haver uma substéncia interferente na amostra de
teste. Nesse caso, o resultado obtido para a diluigdo 1:4 (apds multiplicagdo do resultado do analisador
por 4 para corrigir a pré-diluigdo) serd o mais exato (veja os exemplos abaixo).

Exemplos de substéncias interferentes que podem causar esse resultado falsamente baixo nas amostras
de teste ndo diluidas sdo inibidores como anticoagulante lipico, HNF, DTls ou inibidores diretos de FXa.
O uso de uma Unica diluigdo pode levar a resultados falsamente baixos e ensaios extremamente inexatos.
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Alguns exemplos séo apresentados abaixo.

Tabela 12. Exemplo 1 - Ensaio de FVIIIl com pré-diluigdo manual

Atividade do
FVIIl registrada
pelo analisador

Atividade do FVIII
apos correcdo da
pré-diluicio

Comentarios

Amostras de teste sem pré-dilui¢ao

25 Ul/dL (%)

25 Ul/dL (%)

Nenhuma pré-diluigdo pelo operador,
portanto o resultado ndo muda

Amostras de teste diluidas 1:2 antes da anélise

13,5 Ul/dL (%)

27 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 2

Amostras de teste diluidas 1:4 antes da anélise

6 Ul/dL

24 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 4

v" A média dos trés resultados é 25,3 Ul/dL (%).
v O desvio padrao dos trés resultados é 1,53.

v O CV dos trés resultados é 6,0%.

v O CV é <15%, portanto o resultado relatado é 25,3 Ul/dL (%).

Tabela 13. Exemplo 2 - Ensaio de FVIII com pré-diluigdo manual

Atividade do
FVIIl registrada
pelo analisador

Atividade do FVIII
apos correcio da
pré-diluicao

Comentdrios

Amostras de teste sem pré-diluicao

62 Ul/dL (%)

62 Ul/dL (%)

Nenhuma pré-diluigdo pelo operador,
portanto o resultado ndo muda

Amostras de teste diluidas 1:2 antes da anélise

33 Ul/dL (%)

66 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 2

Amostras de teste diluidas 1:4 antes da anélise

13 Ul/dL

52 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 4

v" A média dos trés resultados é 60,0 Ul/dL (%).
v O desvio padrdo dos trés resultados é 7,2.

v O CV dos trés resultados é 12,0%.

v OCVeé<15%.

v" O resultado relatado ¢ 60,0 Ul/dL (%).

Tabela 14. Exemplo 3 - Ensaio de FVIII com pré-diluicdo manual

Atividade do FVIII
registrada pelo
analisador

Atividade do FVIII
apés corregado da
pré-diluicio

Comentarios

Amostras de teste sem pré-diluicao

7,0 Ul/dL (%)

7,0 Ul/dL (%)

Nenhuma pré-diluigdo pelo operador,
portanto o resultado ndo muda

Amostras de teste diluidas 1:2 antes da analise

3,0 Ul/dL (%)

6,0 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 2

Amostras de teste diluidas 1:4 antes da analise

2,1 Ul/dL

8,4 Ul/dL (%)

Resultado do analisador
multiplicado por 4

v" A média dos trés resultados é 7,1 Ul/dL (%).
v" O desvio padréo dos trés resultados é 7,1.

v" O CV dos trés resultados é 16,9%.

v O CVé <20%.

v" O resultado relatado é 7,1 Ul/dL (%).
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Tabela 15. Exemplos com substéncias interferentes presentes, os resultados do ensaio de FVIII estdo em Ul/dL (%)

Resultados
Sem pré- usados para
diluicdo Pré-diluida 1:2 Pré-diluida 1:4 calcularoCV | CV
Resultado Resultado Resultado Resultado
do corrigido pelo| do corrigido pelo
Interferéncia analisador operador analisador operador
Inibidor direto da | 46,5 34,0 68,0 18,5 74,0 46,5, 68,0, 23,0%
trombina 74,0
Rivaroxabana 64,0 45,2 90,4 29.1 116,4 64,0, 90,4, 29,0%
116,4
Anticoagulante 25,3 19,3 38,6 16,2 64,8 25,3, 38,6, 46,8%
lGpico 64,8

v Observe que padrées semelhantes ocorrem em outros ensaios de um estagio, como de FIX.

v" Todos os trés apresentam CVs >15%.

v Os efeitos dessas substancias interferentes sdo geralmente menores na amostra com diluicdo de 1:4 do
que na amostra ndo diluida ou na amostra com pré-diluigdo de 1:2.

v O resultado da amostra de 1:4 ainda pode ser uma subestimagdo, mas é o mais préximo de um resultado
exato dos trés testes realizados. Também pode ser (til adicionar pré-diluigdo de 1:8 como um quarto teste
nesses casos.

v Os resultados relataveis dos exemplos na tabela podem ser >74 Ul/dL (%), >116,4 Ul/dL (%) ou >64,8
Ul/dL (%).

Todas as trés amostras de teste neste exemplo apresentam atividade de FVIII que ndo esta reduzida abaixo da faixa
normal. A confirmagdo de que a atividade ndo esta reduzida as vezes é suficiente para o manejo seguro do paciente.

Ensaios cromogénicos de FVIII:C e FIX: o diagndstico laboratorial de hemofilia A ou B é feito pela medicdo da
atividade do fator (Srivastava et al, 2020). A metodologia mais comumente utilizada é o ensaio de coagulagdo de
um estagio baseado no TTPA (OSA). Ha limitagdes no ensaio de estagio, inclusive interferéncia se anticoagulantes
lipicos, anticoagulantes orais diretos (DOACs) ou terapias de meia-vida prolongada para hemofilia, incluindo
anticorpos biespecificos, estiverem presentes (Gray et al, 2020; Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2021; Moser et al,
2021; Ruinemans-Koerts et al, 2010). Mais importante ainda, hemofilia A leve ndo é excluida pelo achado de nivel
normal de FVIII:C, e raramente de FIX:C, no OSA (Pouplard et al, 2009). Varios grupos relataram que um subgrupo
de pacientes com hemofilia A leve apresenta discrepancia entre a atividade do FVIII determinada por meio de
diferentes tipos de ensaios (Pavlova et al, 2014). Mais de 20% dos pacientes com hemofilia A leve estdo associados
a discrepancia na qual a atividade cromogénica é duas vezes ou menor que a do OSA e o fenétipo de sangramento
é compativel com o ensaio de substrato cromogénico (CSA) (Bowyer et al, 2018). Uma forma reversa de discrepancia
de ensaios também pode ocorrer com FVIII:C duas ou mais vezes menor pelo OSA do que pelo CSA. Relatos de
sangramento sdo muito menores nesses pacientes (Bowyer et al, 2018; Bowyer et al, 2011). Exemplos de resultados
nesses pacientes sdo mostrados na Tabela 16.

Tabela 16. Exemplos de pacientes com hemofilia A leve confirmada geneticamente e discrepéncias de ensaios

Caso Ensaio de um estagio (Ul/dL) Ensaio cromogénico (Ul/dL)
A 101 13
B 88 28
C 15 69
D 55 40
E 58 33
F 72 36
G 84 45
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Com base nesses resultados, é vantajoso que todos os centros de hemofilia tenham um ensaio cromogénico de
FVIII disponivel. CSA deve ser realizado em individuos com TTPA normal e atividade de FVIIl em um estégio, na
presenca de histérico pessoal ou familiar consistente com hemofilia leve. Os CSAs de FVIII foram introduzidos pela
primeira vez no inicio da década de 1980 (Rosen et al, 1984) e varios fabricantes possuem kits comerciais para ensaio
cromogénico de FVIII. Muitos deles sdo adequados para o diagnéstico de hemofilia A na presenca de atividade
normal de FVIIl em um estagio. Um pequeno nimero de CSAs de FIX esta disponivel desde meados da década de
2010 e, em sua maioria, limita-se a laboratdrios de pesquisa ou de hemostasia especializados (Kershaw et al, 2018).
Discrepancia no FIX entre ensaio de um estagio e cromogénico foi descrita na hemofilia B leve, mas a discrepéncia
parece comprometer a classificagdo da gravidade, com os pacientes alternando entre hemofilia B moderada e leve
(Pouplard et al, 2009; Truedsson et al, 2020).

Principio de anélise para CSA de FVIII: muitos coagulémetros automatizados tém a capacidade de realizar CSA,
mas como esses ensaios eram originalmente realizados de forma manual usando placas de microtitulagéo, ainda
é possivel usar um método manual. Em alguns (mas nédo todos) ensaios cromogénicos, todo o FVIII na amostra
¢é ativado pela trombina. O FVII ativado entdo acelera a conversdo de FX em FXa na presenca de FIX ativado,
fosfolipidios e ions de calcio. A atividade de FXa é avaliada pela hidrélise de um substrato p-nitroanalina especifico
para FXa. A taxa inicial de liberagdo de p-nitroanalina (cor amarela) medida a 405 nm é proporcional a atividade
do FXa e, por conseguinte, a atividade do FVIIl na amostra. Os resultados do plasma do paciente e da amostra
de controle de qualidade sdo comparados com o plasma padrao (de referéncia/calibrador) para quantificar o CSA
utilizando os mesmos principios do OSA (Baker et al, 2020). As proteinas usadas nos kits de CSA de FVIIl podem ser
de origem humana ou bovina. Para medigdo de FVIII:C endégeno ou terapia com FVIII de meia-vida estendida ou
padrdo, a fonte de proteinas ndo afeta o CSA. A fonte de proteinas é importante quando anticorpos biespecificos
estdo presentes no plasma (consulte a segdo Parte 6 sobre anticorpos biespecificos).

Principio de anélise para CSA de FIX: em alguns (mas ndo todos) ensaios cromogénicos de FIX, todo o FIX na amostra
¢ ativado por FXla. O FIX ativado entdo acelera a conversao de FX em FXa na presencga de FVII ativado, fosfolipidios
e jons de célcio. A atividade de FXa é avaliada pela hidrélise de um substrato de p-nitroanalina especifico para FXa.
A taxa inicial de liberagéo de p-nitroanalina (cor amarela) medida a 405 nm é proporcional a atividade do FXa e, por
conseguinte, a atividade do FIX na amostra, conforme descrito acima.

Observagdes: se a concentragdo de FVIII (ou FIX) no plasma de teste for proxima de zero (ou seja, se a densidade
Optica de todas as diluigdes for semelhante & do branco), podem ocorrer linhas ndo paralelas. A faixa normal deve
ser estabelecida localmente, mas com frequéncia apresenta limite inferior de 50-65 Ul/dL para FVIIl e FIX. O CSA
de FIX pode ndo medir com exatiddo a recuperagdo de alguns produtos de FIX de meia-vida estendida (Gray et
al, 2020; Bowyer et al, 2022). Ensaios cromogénicos podem ser usados para medir o efeito mimético em plasma
que contém anticorpos biespecificos (Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). CSA de FVIII
contendo FX bovino pode ser usado para medir a terapia com FVIII recombinante em plasma que também contém
anticorpos biespecificos. Se possivel, um novo diagnéstico de hemofilia A ou B leve deve ter FVIII:C ou FIX:C
também medidos por ensaio cromogénico (Bowyer et al, 2018). Deve-se ter cautela ao usar o CSA para medir o
FVIII suino recombinante, pois pode ocorrer subestimagdo (Bowyer et al, 2022). O CSA de FIX pode subestimar as
terapias com FIX de meia-vida padrao recombinante (Nederlof et al, 2020).

Medicdo das moléculas de FVIIl e FIX de EHL: foram feitas modificagdes no FVIIl ou FIX recombinante para estender
a meia-vida in vivo da terapia, alterando a conformagdo da molécula. A extensdo pode ser feita pela adigédo de
grupos de polietilenoglicol (PEG), ligagdo covalente das cadeias pesada e leve do FVIII, fusdo a albumina ou fusao
covalente a porcao fc (fragmento cristalizavel) da IgG1 humana. Monitoramento pés-infusdo dos concentrados
de FVIIl ou FIX de EHL recombinante é necessério para o manejo clinico do paciente com hemofilia. Resposta
menor do que a esperada ou meia-vida reduzida pode indicar a necessidade de terapia adicional ou possivel
desenvolvimento de anticorpos antidroga. Estudos laboratoriais conduzidos durante os ensaios farmacéuticos de
cada EHL destacaram problemas com a medigéo laboratorial exata de algumas moléculas. Super ou subestimagéo
foi relatada com alguns FVIIl ou FIX de EHL, mas isso dependeu da metodologia ou do TTPA utilizado no OSA. O
método de modificagdo molecular ndo é preditivo da resposta do ensaio de fator, de modo que o monitoramento
exato das trés moléculas de FVIII PEGilado pode ndo ser possivel com os mesmos reagentes de TTPA. Para
moléculas de FVIII de EHL atualmente licenciadas, todos os ensaios cromogénicos de atividade de FVIII séo
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considerados adequados para monitoramento exato, mas no caso de OSA, isso pode depender do reagente.
Para moléculas de FIX de EHL, ndo existe uma Unica metodologia ou reagente de ensaio que mega com exatidao
todos os trés concentrados atualmente licenciados. Um concentrado de meia-vida ultralonga, rFVIII-FCVWEF-
XTEN, efanesoctocog alfa (Altuviiio/Altuvoct), recebeu aprovagéo regulatéria nos EUA em 2023 e na Europa
em 2024. Recomenda-se monitoramento por OSA de FVIII usando um reagente de TTPA especifico, Actin FSL
da Siemens. Os reagentes de TTPA prevalentes, Actin FS da Siemens e Synthasil da Werfen, superestimaram e
subestimaram o efanesoctocog alfa, respectivamente. Os ensaios cromogénicos de FVIII superestimaram em 2-3
vezes a atividade esperada (Pipe, 2009). Portanto, é necessario avaliar cuidadosamente se os ensaios disponiveis
em cada laboratério de hemostasia sdo adequados para o monitoramento exato de cada EHL usado como terapia
de reposicdo em seu centro. As Tabelas 17 e 18 apresentam exemplos de concentrados de rFVIIl e rFIX de
EHL, como a poténcia do produto foi atribuida e se OSA ou CSA s&o aceitaveis para uso no monitoramento da
atividade pés-infusao.

Tabela 17. Moléculas de FVIII de EHL

Rétulo de

Nome Empresa Molécula poténcia | OSA CSA Referéncias
Adynovi/ Takeda FVIIl 2 x 10 CSA Resultados Sim Turecek et al, 2016
Adynovate kDa PEG variados Bulla et al, 2017
Rurioctocog alfa
pegol
Afstyla CSL FVIII BDD de | CSA Resultados CSA Bowyer et al, 2017
lonoctocog alfa Behring cadeia Unica s&o aproxima- St Ledger et al,

damente

2018

metade do CSA
Elocta/ Eloctate Sobi Fusdo CSA Sim Sim Sommer et al, 2014
efmoroctocog FVill FC Powell et al, 2012

Pouplard et al, 2020
Esperoct Novo rEVII CSA Resultados Sim Pickering et al, 2016
Turoctocog alfa Nordisk truncado no variados Hillarp et al, 2017
pegol BD 40 kDa
PEG

Jivi Bayer rFVIII BDD CSA N&o reagentes Sim Gu et al, 2014
Damoctocog alfa 60 kDa PEG de TTPA de Church et al, 2018

silica ou caulim
pegol
Altuvoct/ Altuviio Sanofi rEVIII FC- OSA Actin FSL Superestima 2-3 | Pipi et al, 2024
Efanesoctocog alfa VWFE-XTEN recomendado vezes
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Tabela 18. Moléculas de FIX de EHL

Rétulo de
Nome Empresa Molécula poténcia OSA CSA Referéncias
Alprolix Sobi Fusdo OSA N&o alguns Sim Sommer et al, 2014
etrenonacog rFIXFC reag?ntes de lePA Bowyer et al, 2019
de silica ou caulim
Persson et al, 2018
Idelvion CSL Behring Fusdo rFIX OSA Resultados Nzo Persson et al, 2018
albutrepenonacog albumina variados St Ledger et al, 2016
Kitchen et al, 2017
Horn et al, 2019
Pouplard et al, 2019
Refixia/Rebinyn Novo Nordisk rFIX 40 OSA Apenas Sim Bowyer et al, 2016
Nonacog beta pegol kDa PEG Cephascreen Tiefenbacher et al,
e Synthafax 2017
validados
Young et al, 2016

Anticorpos Biespecificos:

Medicdo de anticorpos biespecificos: os anticorpos biespecificos sdo uma classe de terapia de ndo reposi¢do para hemofilia
A. Eles agem como ponte entre o FIXa humano e o FX humano, na auséncia de FVIII, promovendo a ativagdo de FX.
Os anticorpos biespecificos diferem do FVIII original em vérios aspectos intrinsecos, incluindo a auséncia de mecanismos
regulatérios, o que impacta os ensaios de hemostasia (Lenting et al, 2017). Geragdes futuras e mais potentes de anticorpos
biespecificos podem ter um impacto maior nos testes de hemostasia (Bowyer et al, 2023).

TTPA e anticorpos biespecificos: anticorpos biespecificos ndo requerem ativagdo para participar da ativagédo de FX.
Na presenca de anticorpos biespecificos, o TTPA é drasticamente reduzido, frequentemente abaixo do limite inferior
da faixa de referéncia (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). O TTPA n3o é sensivel o suficiente a alteragdes na
concentragao de anticorpos biespecificos para ser usado no monitoramento dessas terapias; no entanto, prolongamento
do TTPA em um paciente com TTPA anteriormente curto pode indicar perda de eficacia ou adesdo (Druzgal et al, 2020;
Valsecchi et al, 2021).

OSA e anticorpos biespecificos: na presenga de anticorpos biespecificos, ensaios padréo, calibrados com plasma e baseados
em TTPA, incluindo FVIII, FIX, FXI, X, proteina C, proteina S e tempo de coagulagéo ativada (TCA), superestimam a quantidade
de fator de coagulagéo ou inibidor natural, sendo, portanto, inadequados para uso (Bowyer et al, 2023; EMA, 2018).

OSA de FVIII modificado e anticorpos biespecificos: calibradores comerciais especificos para o produto (padrao/
referéncia) e plasmas de controle de qualidade estdo disponiveis para a primeira geragdo de anticorpos biespecificos.
O ensaio de FVIII de um estagio pode ser modificado usando esses calibradores especificos para o produto juntamente
com maior diluicdo do plasma (diluigdes de 1/40 ou 1/80 em vez de 1/10) para medir a concentra¢do do farmaco no
anticorpo biespecifico em pg/mL. Esse ensaio modificado também medira qualquer FVIII endégeno ou de reposicédo
presente no plasma (Bowyer et al, 2020).

FVIII cromogénico e anticorpos biespecificos: CSA de FVIII que contém FX e FIXa humanos sdo sensiveis a presenca
de anticorpos biespecificos e medem alguma atividade de FVIII semelhante “mimética ou substituta” (Bowyer et al,
2020; Bowyer et al, 2023). CSA humano pode ser usado como marcador da presenca de anticorpos biespecificos
em pacientes que recebem profilaxia. Isso ndo é intercambiavel com o nivel de concentragédo do farmaco detalhado
acima. O CSA humano também medird qualquer FVIIl endégeno ou de reposi¢do presente no plasma (Bowyer et
al, 2020). CSA de FVIII que contém FX bovino e FIXa humano ou bovino s&o insensiveis a presenca de anticorpos
biespecificos de primeira geragdo, mas podem demonstrar alguma sensibilidade a anticorpos biespecificos de
proxima geragdo (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). CSA de FX bovino deve ser usado para medir qualquer
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FVIIl endégeno ou terapia de reposi¢do de FVIII e para medir o FVIII residual no ensaio de inibidor de Bethesda,
conforme detalhado abaixo.

Ensaio de inibidor de Bethesda e anticorpos biespecificos: a medigdo de FVIII residual apds incubagdo nos ensaios
de inibidor de Bethesda geralmente é feita por OSA (Verbruggen B, 1995), embora medi¢Ses cromogénicas e
fluorogénicas tenham sido validadas (Miller et al, 2021). Na presenca de anticorpos biespecificos, OSA nao pode ser
utilizado, portanto, CSA deve ser usado. E importante que o kit de CSA utilizado contenha FX bovino e FIXa humano
ou bovino para excluir o efeito do anticorpo biespecifico, caso contréario, o titulo do inibidor serd subestimado
(Bowyer et al, 2021; Miller et al, 2021).

Monitoramento Pés-Infusdo de FVIIl e FIX: o monitoramento pés-infusdo de concentrados de FVIII ou FIX,
derivados de plasma ou recombinantes, de meia-vida padrdo é necessario para o manejo clinico do paciente
com hemofilia. Resposta menor do que a esperada ou meia-vida reduzida pode indicar a necessidade de terapia
adicional ou possivel desenvolvimento de inibidores. A medigdo da terapia de reposi¢do deve, idealmente, ser
realizada com o mesmo método e mesmos reagentes de ensaio que foram originalmente utilizados para atribuir
a poténcia ao produto. Caso isso ndo seja possivel, deve-se utilizar um ensaio alternativo validado. Na Europa, a
rotulagem de poténcia para concentrados de FVIII é feita por CSA (Barrowcliffe et al, 2002) e para concentrados
de FIX é feita por OSA (Kitchen et al, 2016). A Food and Drug Administration (FDA, 2020) [Agéncia de Controle
de Alimentos e Medicamentos] dos Estados Unidos recomenda o uso de OSA para concentrados de FIX, porém
alguns concentrados de FVIII tém poténcia atribuida por OSA e outros por CSA. A WFH recomenda o uso de um
ensaio de FVIIl ou FIX validado para uso com o concentrado especifico utilizado no tratamento e calibrado com um
padrdo de plasma rastredvel em relagdo ao padréo internacional vigente da OMS (Srivastava et al, 2020). Outras
diretrizes recomendam o uso de OSA ou CSA calibrados com padrées de plasma para monitorar concentrados de
FVIII derivados de plasma, a menos que haja evidéncias em contrario, e o uso de um OSA para concentrados de FIX
(Gray et al, 2020). As Tabelas 19 e 20 apresentam exemplos de concentrados de FVIII e FIX derivados de plasma e
recombinantes de meia-vida padrdo comumente disponiveis, como a poténcia do produto foi atribuida e se OSA ou
CSA s&o aceitaveis para uso no monitoramento da atividade pds-infusao.

Tabela 19. Exemplos de concentrados derivados de plasma

Concentrado Fator Atribuicdo de poténcia CSA OSA Referéncias

Factane VI CSA Sim Sim Adcock et al, 2018

Octanate Vil CSA Sim Sim

FVIII 8Y VI CSA Sim Sim

Haemoctin VIII CSA Sim Sim

Octaplex Vil CSA Sim Sim

Recombinate Vil CSA Sim Sim Jennings et al, 2007

Fanhdi VI CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Hemofil M VI CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Emoclot Vil CSA Sim Sim Peyvandi et al, 2016

Replenine IX OSA Sim

Betafact IX OSA Pathromtin SL (silica) Provavelmente | Sim Adcock et al, 2018

aceitavel

Mononine IX OSA Pathromtin SL (silica) Sim Sim Bowyer et al, 2016
Wilmot et al, 2014

Octafix IX OSA Pathromtin SL (caulim) Sem dados Sim

Alphanine IX OSA Sim Aznar et al, 2009
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Tabela 20. Exemplos de concentrados recombinantes de meia-vida padréo

Atribuicdo
Concentrado Fator de poténcia CSA OSA Referéncias
Advate FVIII - CSA Sim Sim Kitchen et al, 2016
comprimento total Kitchen et al, 2019
Refacto AF FVIII-BDD CSA Sim Sim, com padrdo | Kitchen et al, 2016
lab Refacto Morfini et al, 2003
Ingerslev et al, 2004
Novo8 FVIII-BDD CSA Sim Sim, mas alguma EMA, 2021
SUperestimacdo | viiyff et al, 2011
nos niveis minimos
Nuwig FVIII-BDD CSA Sim Sim Lissitchkov et al, 2016
EMA, 2022
Klukowska et al, 2016
Tiefenbacher et al, 2019
Xyntha FVIII-BDD OSA Néo - Sim FDA, 2020
superestimacao
Kovaltry FVII CSA Sim Sim Mahlangu et al, 2018
Kitchen et al, 2016
Benefix IX OSA Dados Sim Bowyer et al, 2016
insuficientes Kershaw et al, 2018
Sommer et al, 2014
Rixubis IX OSA Sim Sim Kershaw et al, 2018
:it\t:ﬁ(ltg; Gritsch et al, 2014

Terapia Génica: hemofilia A e B sdo doengas monogénicas e, portanto, candidatas ideais para manipulagédo
genética. Uma gama variada de estratégias de terapia génica, incluindo edi¢do genética, tem sido pesquisada
em humanos para as duas doencas desde o inicio dos anos 2000 (De Wolf et al, 2023). Em meados da década de
2020, aprovagéo regulatéria foi concedida em alguns paises para o uso limitado de produtos de terapia génica no
tratamento de pessoas com hemofilia A ou B. A medicdo da expressao do transgene FVIII ou FIX é essencial para
determinar a duragdo da resposta e se terapias adicionais sdo necessarias para obter hemostasia. Para minimizar a
variabilidade interlaboratorial, é sensato restringir o monitoramento de rotina a um nimero limitado de laboratérios
especializados em hemostasia em cada pafs. Estudos clinicos de diversas terapias génicas relataram variabilidade
nos ensaios, com atividades cromogénicas de FVIIl e FIX 1,5 a 3,0 vezes menores do que as atividades de um
estagio. Diferencas foram relatadas entre reagentes no mesmo método de ensaio. Em razdo das restricdes de
volume de plasma adequado, ¢ dificil conduzir estudos multicéntricos de comparacéo de laboratérios em amostras
de pacientes que receberam terapia génica. Entretanto, foram disponibilizados dados limitados sobre a medigéo das
moléculas candidatas de FVIII ou FIX utilizando uma variedade de métodos ou reagentes. Sempre que possivel, para
minimizar a variabilidade, os reagentes e métodos usados nos estudos clinicos farmacéuticos devem ser utilizados
pelos laboratérios para monitorar a expressdo pos-terapia génica (Tabela 21).
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Tabela 21. Terapia génica para hemofilia Ae B

Farmacéutica Nome comercial Método de ensaio | Reagentes
Hemofilia A
Valoctocogene roxaparvovec Biomarin Roctavian CSA Coatest SP4
Hemofilia B
Etranacogene dezaparvovec CSL Behring Hemgenix OSA Synthasil
Fidanacogene elaparvovec Pfizer Beqvez OSA Synthasil

Terapia génica para hemofilia A: todas as abordagens para hemofilia A usaram vetores AAV e FVIII recombinante
com dominio B deletado (BDD). Estudos de Fase 1-3 do Roctavian (AAV5-FVIII-SQ, Valoctocogene roxaparvovec,
Biomarin) mediram o transgene FVIII:C por CSA com Coatest SP4 e OSA usando o reagente para TTPA Actin FSL da
Siemens no analisador BCS XP da Siemens (Rangarajan et al, 2017). O FVIII:C no CSA foi aproximadamente metade
do FVIII:C no OSA (Mahlangu et al, 2023). Rosen et al relataram resultados comparaveis entre CSA com Coatest SP4
e da Hyphen Biomed ao medir AAV5-FVIII-SQ (4). Uma comparagéao entre dois centros de FVIII:C medido por OSA
ou CSA no plasma de pacientes apds terapia com Roctavian relatou uma diferenga aproximada de 1,65 vezes entre
OSA e CSA. Resultados semelhantes de FVIII:C foram obtidos com o CSA da Hyphen Biomed e dois outros CSA
(Platton et al, 2024). Os autores concluiram que os OSA ndo eram adequados para medigdo de FVIII apds terapia
génica com Roctavian, e apenas CSA deveria ser usado.

Terapia génica para hemofilia B: os dois produtos para hemofilia B atualmente aprovados, Hemgenix (Etranacogene
dezaparvovec, CSL Behring) e Beqvez (Fidanacogene elaparvovec, Pfizer), usam uma variante de FIX altamente ativa
e de ocorréncia natural, FIX-Padua (R338L) (Simioni et al, 2009). Programas farmacéuticos relataram atividade de FIX
apenas por OSA em seus relatérios de estudo. Variabilidade entre reagentes e metodologias foi relatada ao medir
FIX-Padua apds expressdo génica e em plasma enriquecido com a molécula de FIX-Padua. Um estudo de campo
global de plasma enriquecido com uma molécula de R338L recombinante (FLT180a, verbrinacogene setparvovec,
pela Freeline Therapeutics, que esta atualmente pausado no final dos testes de fase 1/2) relatou uma diferenca de
3 vezes na atividade de FIX entre 15 OSA e CSA diferentes. Variacdo de 1,8 vezes foi observada entre 13 reagentes
de TTPA no OSA, enquanto os resultados de ambos os CSA foram aproximadamente metade da atividade esperada
medida por OSA com Synthasil (Foley et al, 2023). A medigado da atividade do transgene FIX-Padua Beqvez destacou
diferencas de ensaio entre cinco reagentes de TTPA no OSA entre OSA e CSA (Robinson et al, 2021). Em um estudo
de campo global que usou plasma de participantes do estudo de Fase 1/2a de terapia génica, FIX:C foi mais alto
com o reagente de TTPA ativado por silica, Synthasil, no OSA do que com os reagentes de TTPA ativados por acido
elagico, Actin FS e Actin FSL, ou CSA (Pittman et al, 2024). Foram disponibilizados dados laboratoriais minimos
sobre a medigdo da atividade de FIX apds terapia génica com Hemgenix. O Resumo das Caracteristicas do Produto
afirma que a atividade de FIX é menor por CSA do que OSA (EMA, 2024). Estudos clinicos de Fase 1-3 de FIX
usaram o reagente de TTPA Synthasil no OSA e um CSA n&o divulgado; as atividades de FIX por OSA foram pelo
menos duas vezes maiores do que com CSA (Pipe et al, 2023; Miesbach et al, 2018).

Aspectos Laboratoriais para Tratamento com Terapia de Reequilibrio da Hemostasia: as terapias de néo
reposicdo de fator para hemofilia A ou B visam promover a coagulagdo e reequilibrar a hemostasia, tendo como
alvo anticoagulantes ou inibidores naturais da coagulagdo, incluindo antitrombina, inibidor da via do fator tecidual
(TFPI), proteina C ou proteina S (Nogami and Shima, 2023). Algumas dessas terapias foram aprovadas para uso em
determinados grupos de pacientes, outras estdo atualmente em estudos farmacéuticos.

Moléculas que tém como alvo a antitrombina: a antitrombina (AT) ativada por heparina exerce agdes inibitérias sobre
a trombina, FXa, FIXa, FXla e FXlla (Rezaie et al, 2020). Uma pequena molécula de RNA interferente, o fitusiran, que
tem como alvo a sintese de AT nos hepatdcitos, foi desenvolvida para melhorar a geragdo de trombina (Young et
al, 2023). Em estudos clinicos, reducdo de 82-87% na AT foi associada a aumento da geragdo de trombina (Pasi et
al, 2021). Os niveis alvo de atividade de AT sdo de 15-35 Ul/dL. Os ensaios de AT estdo bem estabelecidos como
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parte dos testes de trombofilia, mas é raro medir atividades de AT tdo baixas. Um estudo de campo comparativo
global de laboratérios que avaliou a medigcdo de uma série de atividades de AT (9-100 Ul/dL) concluiu que alguns
ensaios de AT ndo devem ser usados para monitorar a AT durante o tratamento com fitusiran (Chhabra et al, 2024).

Moléculas que tém como alvo o TFPI: os anticorpos anti-TFPI tém como alvo o dominio Kunitz 2 do TFPI e impedem
a ligagdo ao FX ativado, permitindo assim a continuidade da geragdo de FXa (Mast et al, 2022). O primeiro anticorpo
monoclonal anti-TFP| (concizumabe, Novo Nordisk, Dinamarca) foi aprovado para uso em 2023 em pacientes
canadenses com hemofilia B com inibidores. Um anticorpo anti-TFPI alternativo, o marstacimabe (Pfizer, EUA), esta
sendo considerado para aprovagdo nos EUA e na Europa para pessoas com hemofilia A ou B sem inibidores (Matino
etal, 2023). Ensaios de TFPI estdo disponiveis em alguns laboratérios de pesquisa ou especializados, mas a utilidade
clinica da medicédo n3o é clara.

Moléculas que tém como alvo a proteina C ativada (APC): a APC, em conjunto com o cofator proteina S, inativa o
FVa e o FVllla para impedir a geragdo adicional de trombina. FV Leiden é uma mutagdo p.Arg506GIn (c.1691G>A)
no sitio primario de clivagem da APC no FV ativado. A presenca de FV Leiden retarda a inativagdo de FVa pela APC
e é a causa mais comum de trombofilia em humanos (Van Cott et al, 2016). Abordagens alternativas que visam a
APC estdo sendo investigadas em estudos clinicos. Foi relatado que um anticorpo monoclonal humanizado que
inibe a proteina C ativada restabelece a hemostasia em camundongos hemofilicos (Jiang et al, 2023), e foram
iniciados estudos em humanos de um inibidor de serina protease (serpina) que tem como alvo apenas a APC, e nédo
a proteina C precursora (Baglin et al, 2023). Ensaios de proteina C e APC estdo disponiveis rotineiramente em muitos
laboratérios terciarios de hemostasia, caso seja necessaria a medigdo para o monitoramento de medicamentos.

Moléculas que tém como alvo a proteina S: a proteina S é um cofator para TFPI e APC que agem restringindo a
geracgdo de trombina. Foi relatado que o uso de um pequeno RNA interferente que tem como alvo a proteina S
melhora a hemostasia em camundongos com hemofilia (Prince et al, 2020), e um anticorpo contra a proteina S tem
sido usado para potencializar a terapia de reposicdo de FIX na geragdo de trombina em pacientes com hemofilia B
(Wilson et al, 2024). Proteina S livre e proteina S total, que também medem a proteina S complexada com o regulador
do complemento, proteina de ligagdo C4b, estdo rotineiramente disponiveis em muitos laboratérios terciarios de
hemostasia, caso seja necesséria a medigdo para o monitoramento de medicamentos.

Ensaios de geragao de trombina: os ensaios de geragdo de trombina (TG) sdo ensaios globais que conseguem avaliar
o potencial hemostético geral e destacar hiper ou hipocoagulabilidade no plasma (Ninivaggi et al, 2021). Existem
diversos ensaios cromogénicos ou fluorogénicos de TG, internos e comerciais, que comumente desencadeiam a TG
usando fator tecidual, FXla ou FIXa. Em razdo da falta de padronizagdo, hé baixa correlagdo entre eles (Devreese
et al, 2007). Apesar dessas questdes, ensaios de TG sdo frequentemente utilizados em estudos farmacéuticos para
avaliar o efeito de novas moléculas na hemostasia.
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