=K Investigacao Laboratorial de Doenca de Von
Willebrand, Tulasi Geevar
Nitty S. Mathews e Annette Bowyer

TOPICOS ABORDADOS

V' Ensaios de Atividade de Ligagdo Plaquetéria do FVYW v Interpretagdo dos Testes de Von Willebrand - Tulasi
- Nitty S. Mathews Geevar

4 Antigeno de Von Willebrand - Tulasi Geevar v Vari4veis Pré-analiticas no Diagnéstico de DVW -

V' Ensaio de Ligagdo do Fator de Von Willebrand ao Tulasi Geevar
Colageno - Tulasi Geevar v’ Testes no Repertorio para Diagnéstico de DVW -

V" Ensaio de Ligacéo ao Fator VIII - Tulasi Geevar Tulasi Geevar

v" Multimeros do Fator de Von Willebrand - Annette 4 Diagnostico de Doenca de Von Willebrand no
Bowyer Cenario de Poucos Recursos - Tulasi Geevar

Ensaios de Atividade de Ligacdo Plaquetaria do FVW (Ensaios de Atividade do FVW): com todas as diretrizes
utilizando a relagdo VWF:RCo/VWF:Ag para determinar se o paciente tem DVW tipo 1 (quantitativa) ou tipo 2
(qualitativa), o papel da atividade de ligagdo de VWF:glicoproteina Ib (GPIb) é de extrema importancia na classificagdo
da DVW. Um painel de diretrizes multidisciplinares estabelecido pela American Society of Hematology (ASH)
[Sociedade Americana de Hematologia], ISTH, National Hemophilia Foundation [Fundagdo Nacional de Hemofilia]
(NHF, agora National Bleeding Disorders Foundation (NBDF) [Fundagdo Nacional de Disturbios Hemorragicos])
e WFH sugere a realizagdo de ensaios mais recentes que medem a atividade de ligagdo plaquetéria do FVW (por
exemplo, VWF:GP1bM e VWF:GP1bR) em vez do ensaio convencional de cofator de ristocetina do FVW (VWF:RCo)
[Recomendagao 4] (James et al, 2021). O painel considerou que os novos ensaios apresentaram beneficios moderados,
refletindo o menor CV e a maior reprodutibilidade em comparagdo com VWF:RCo. O ensaio de VWF:GP1bR requer a
presenca de ristocetina adicionada e, portanto, pode estar sujeito aos mesmos problemas que o ensaio de VWF:RCo
em relagdo aos polimorfismos de ligagdo a ristocetina. Entretanto, ele utiliza um fragmento de GP1b recombinante
em vez de plaquetas. Em contraposicdo, o ensaio de VWF:GPIbM utiliza uma molécula de GPlba recombinante que
contém diversas mutagdes de ganho de fungdo; consequentemente, essa variante de GP1b liga-se ao dominio A1
do FVW mesmo na auséncia de ristocetina (Laffan et al, 2014). Em um estudo de EQA de 2022 sobre o programa de
testes de proficiéncia em FVW do College of American Pathologists [Colégio Americano de Patologistas] (Salazar et al,
2022), o CV geral para VWF:RCo variou de 14,6% a 23,5% para resultados em amostras normais e de 24,3% a 44,8%
para resultados em amostras com baixa atividade. Os CVs foram menores para VWF:GP1bM e VWF:Ab, variando de
8,0% a 34,8%, incluindo amostras normais e anormais. Um estudo que comparou diferentes ensaios de atividade de
ligagdo VWF:GP1b relatou que a sensibilidade e a especificidade para diferenciar entre DVW tipo 1 e tipo 2, com base
nas relagdes atividade/antigeno usando um ponto de corte de 0,7, foram 92% e 72,4% para VWF:RCo, 84% e 89,7%
para GP1bR e 92% e 85,1% para GP1bM (Vangenechten et al, 2018).
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Tabela 23. Resumo dos ensaios automatizados de atividade do FVW disponiveis comercialmente

Atividade do FVYW
- nomenclatura da

ISTH Principio Ensaios Método de deteccdo
VWF:RCo Agregacéo de plaquetas 1. Siemens Reagente de BC von | Aglutinagdo de plaquetas
liofilizadas induzida por Willebrand (Siemens, Marburg, liofilizadas
ristocetina Alemanha)
2. STA-VWF:Rco

(Diagnostica Stago, Franca)

VWF:GP1bR Ligacdo de FVW a um 1. HemoslL Atividade do Cofator | Aglutinagdo de esferas de latex
fragmento de GPIb de Ristocetina do FVW
recombinante induzida por 2. HemoslL AcuStar Atividade do

- : 2. Quimioluminescéncia
ristocetina Cofator de Ristocetina do FVW

(Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA, EUA)

VWF:GP1bM Ligagdo de FVW a um fragmento | Siemens Innovance VWF Ac Aglutinacgdo de esferas de latex
de GPlb com mutagédo de ganho

~ - _ (Siemens, Marburg, Alemanha)
de funcdo sem ristocetina

VWF:Ab Ligagdo de anticorpo HemoslL Atividade do FVW Aglutinacdo de esferas de latex
monoclonal a um epitopo do
dominio A1 do FVW (sitio de
ligagdo plaquetaria)

(Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA, EUA)

Aviso geral: os kits de reagentes/protocolos listados abaixo foram validados em um ou mais analisadores de
coagulagdo pelo fabricante para otimizar o desempenho do produto e atender as especificagdes do produto.
Modificagdes definidas pelo usuario podem ndo ser compativeis, pois podem afetar o desempenho do sistema
e os resultados do ensaio. E de responsabilidade do usuério validar modificagdes nessas instrugdes ou o uso dos
reagentes em analisadores que ndo estejam incluidos nas Fichas de Aplicagéo ou nas Instrugdes de Uso especificas
do fabricante.

Ensaios de atividade do FVW automatizados:

Ensaio do cofator de ristocetina do FVW (VWF:RCo): diluicdes de um padrao (cujo valor do cofator de ristocetina
é conhecido) sdo preparadas e misturadas com plaquetas liofilizadas, de modo que uma quantidade conhecida de
cofator seja adicionada as plaquetas. A agregagédo induzida por ristocetina é entdo medida e uma curva padrdo é
tragada. As amostras de teste sdo tratadas de forma semelhante e o valor do cofator de ristocetina é calculado a
partir do gréfico do padrdo. Amostra primaria: Plasma citratado.

Reagentes:

v' Plaquetas liofilizadas fixadas (Reagente de BC von Willebrand®, Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg,
Alemanha)

v" Solug3o salina normal

v’ Plasma de calibracéo

v" Plasma de paciente e plasmas de controle (controle normal [por exemplo: plasma de controle N] e controle
anormal de nivel baixo [por exemplo: plasma de controle P])

v" Reagente de ristocetina (por exemplo: Revohem, 25 mg/mL; reconstitua com 0,625 mL de dgua destilada
e misture bem)

v Agua destilada
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Preparacdo dos reagentes:

v" Primeiro reconstitua o reagente de Von Willebrand com 4 mL de dgua destilada e dilua com 7 mL de solucéo
salina. Verifique a contagem de plaquetas, que deve estar entre 2.000.000 e 2.050.000/cumm. Adicione 50,0
pL de reagente de ristocetina para 950 pL de plaquetas.

v" Reconstitua o plasma calibrador com exatamente 1 mL de dgua destilada. Deixe o material reconstituido em
temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos. Em seguida, agite o frasco suavemente antes de usar. O
material permanece estavel por 8 horas a 15-25°C. Pode ser congelado e armazenado a -80°C ou menos.

v' Plasma de controle anormal (plasma de controle P). Reconstitua o plasma de controle P com exatamente
1 mL de &gua destilada ou deionizada. Agite cuidadosamente para dissolver sem formagdo de espuma e
deixe em temperatura ambiente (18-25°C) por 15 minutos. Antes de usar, agite novamente com cuidado.

v" Controle normal (plasma de controle N). Reconstitua o plasma de controle N com exatamente 1 mL de
agua destilada ou deionizada. Agite cuidadosamente para dissolver sem formagéo de espuma e deixe em
temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos. Antes de usar, agite novamente com cuidado.

Procedimento:

v Os reagentes necessarios (plaquetas liofilizadas com ristocetina), solugdo salina normal e calibrador sao
carregados no analisador de coagulacéo.

v" A curva padrdo ¢é executada.

v Apbds o término da calibragédo, a curva de calibragdo deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva
de calibrag&o utilizada na determinacao dos resultados.

v’ Analise a amostra de teste.

Protocolo de CQ:

Analise o controle normal (plasma de controle N) e o controle anormal de nivel baixo (plasma de controle P).
Observagdo: Os controles e o plasma calibrador precisam ser adquiridos separadamente.

Possivel interferéncia:

v Plaquetas nao diluidas corretamente.
v' Alteracdo na concentracao de ristocetina.

Interpretagao dos resultados:
Os resultados sdo relatados em %.

Valores esperados (avaliados no sistema BCS; Siemens, Marburg, Alemanha):

Grupo sanguineo % de normalidade
Todos (n = 185) 58-172
O 49-142
A+B+AB 66-183

Ensaio de VWF:GPIbR (HemosIL® AcuStar Atividade do Cofator de Ristocetina do FVW¢; Instrumentation Laboratory,
MA, EUA): este ensaio é um imunoensaio de duas etapas que quantifica a atividade de VWF:RCo em plasma humano
citratado, utilizando particulas magnéticas como fase sélida e um sistema de detecgdo quimioluminescente. Na
primeira etapa, a amostra é misturada com o tampéao de ensaio contendo ristocetina e as particulas magnéticas sdo
revestidas com um fragmento recombinante do receptor plaquetério glicoproteina de FVW (rGPlba) por meio de
um anticorpo monoclonal especifico que orienta o fragmento de GPlba de forma adequada a interagir com o FVW
da amostra de paciente na presenca de ristocetina. O FVW presente na amostra liga-se as particulas magnéticas
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de maneira proporcional a atividade do seu cofator de ristocetina. Apds separagdo magnética e lavagem, um
anticorpo monoclonal anti-FVW marcado com isoluminol é adicionado e incubado em uma segunda etapa. Apds
nova separagdo magnética e lavagem, dois acionadores sdo adicionados e a reagdo quimioluminescente resultante
é medida em unidades relativas de luz (RLUs) pelo sistema éptico ACL AcuStar. Isso é proporcional a concentragao
da atividade de VWF:RCo na amostra.

Amostra primaria: plasma citratado.
Reagentes (composigao do kit):
v" Cartucho de VWF:RCo para 25 determinagdes

Cada cartucho contém 1 frasco de suspensao de particulas magnéticas revestidas com rGP1ba por meio de um anticorpo
monoclonal de camundongo especifico, 1 frasco de tampao de ensaio contendo sulfato de ristocetina, 1 frasco de marcador
contendo um anticorpo monoclonal de camundongo anti-FVW marcado com isoluminol e 1 frasco de diluente de amostra.
Os reagentes estdo em tampao citrato ou HEPES contendo BSA, IgG de camundongo, estabilizantes e conservantes.

v" Calibrador 1 de VWF:RCo: Solugdo salina de HEPES contendo BSA, IgG de camundongo, estabilizantes e
conservantes.
v Calibrador 2 de VWF:RCo: Plasma humano liofilizado contendo tampéo, estabilizantes e conservantes.

Preparagao/procedimento:

v Inverta o cartucho suavemente 30 vezes, evitando a formagdo de espuma.

V' Apbs a ressuspensao completa das microparticulas, coloque o cartucho sobre uma superficie sélida e remova
cuidadosamente a aba de transporte do cartucho.

v Pressione as duas abas nas laterais da tampa perfurante (cor cinza) e aplique pressdo na parte superior do
cartucho até que ele se encaixe.

v" Assim que o cartucho estiver firme, carregue-o no instrumento.

v Os frascos de calibrador diluido sdo transferidos para os respectivos tubos plasticos com cédigo de barras e
carregados no analisador (ACL AcuStar).

v" A curva padrdo é executada.

v" Apds o término da calibragao, a curva de calibragdo deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva
de calibracdo utilizada na determinacao dos resultados.

v Analise a amostra de teste.

Controle de qualidade:

v" Recomenda-se o uso de dois controles de nivel (adquiridos separadamente).
v" Cada laboratério deve estabelecer sua propria média e desvio padréo.

Rastreabilidade de calibradores e controles:

Os valores relatados foram determinados em multiplas execugdes no sistema ACL AcuStar, utilizando lotes
especificos de reagentes e em relagdo a um padréo interno, cujo valor foi atribuido em relagdo ao material de
referéncia internacional atual para FVW e FVIII.

Resultados:

Os resultados de VWF:RCo sdo relatados em % que equivale a Ul/dL.
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Tabela 24. Valores esperados para VWF:RCo

HemoslL AcuStar VWF:RCo
Tipo sanguineo ABO Numero de amostras testadas (VWF:GP1bR)
Todos 287 45,6 -176,3%
O 163 43,8 -161,5%
A+B+AB 124 53,8 -210,8%

Observacao: recomenda-se que cada laboratério estabeleca suas préprias faixas normais de VWF:RCo, dependendo
da populagdo atendida e da técnica, método e equipamento utilizados. Linearidade: 0,5-200,0%. Limite de
deteccdo: 0,17%.

Ensaio de VWF:GPIbM (Innovance® VWF Ac; Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemanha): o principio do
ensaio utiliza a ligagdo do FVW ao seu receptor GPlb. Particulas de poliestireno sdo revestidas com um anticorpo
contra GPlb. GPlb recombinante (incluindo duas mutagdes de ganho de fungdo) ¢ adicionado e se liga ao anticorpo,
bem como ao FVW da amostra. Devido as mutagdes de ganho de funcéo, a ligagdo do FVW ao GPlb nao requer
ristocetina. Essa ligagdo do FVW induz aglutinagdo de particulas, que pode ser medida como aumento na extingdo
por medi¢des turbidimétricas.

Amostra priméria: plasma citratado.

Tabela 25. Reagentes (composicdo do kit) Innovance® VWF Ac

Innovance® VWF Ac Ingredientes Concentragao Origem

REAGENTE | Tampéo, sacarose, particulas de poliestireno revestidas 2,2g/L Camundongo
com anticorpos monoclonais anti-GPlb, anfotericina B,
gentamicina

REAGENTE Il Solugéo salina tamponada, reagente bloqueador <1g/L
heterofilico, detergente, polivinilpirrolidona, azida sédica

REAGENTE llI Solugéo salina tamponada, GPlb recombinante, <80 mg/L
anfotericina B, gentamicina

Preparacdo/procedimento:

v" Os reagentes (RI, Rll e RIll), o tamp&o imidazol e o calibrador sdo carregados no analisador.

v" A curva padrdo é executada.

v' Apds o término da calibragdo, a curva de calibragdo deve ser revisada e validada. A curva validada é a curva
de calibragdo utilizada na determinagéo dos resultados.

v Analise a amostra de teste.

Calibragao: uma curva padréo é gerada pela determinagdo automatica de diferentes diluicdes de plasma humano
padrao e tampé&o veronal de Owren. A curva padrao deve ser gerada novamente se houver alteragdo no instrumento
ou no lote de Innovance® VWF Ac utilizado, ou se os resultados do controle estiverem fora da faixa aceitavel. A
calibragéo do ensaio é realizada com plasma humano padrao, calibrado em relagéo ao valor de VWF:RCo do padrao
internacional para coagulagédo sanguinea (FVIIl e FVW no plasma).

Amostras inicialmente acima da faixa de calibragdo séo diluidas pelo instrumento, resultando em uma faixa de
medicdo de até 600% do normal.

Controle de qualidade:

v" Os controles (dois niveis) devem ser adquiridos separadamente
v Faixa normal: Plasma de controle N
v Faixa patolégica: Plasma de controle P
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Resultados:

v Os resultados sdo relatados como % de normalidade
v 100% = 1 Ul/mL

Valores esperados: amostras de plasma recentes obtidas de doadores aparentemente sadios foram testadas por
meio do ensaio Innovance® VWF Ac no Sistema BCS®/BCS® XP com os resultados (percentil 2,5 a 97,5) mostrados
na Tabela 26.

Tabela 26. Valores esperados para o ensaio Innovance® VWF Ac

Grupo sanguineo Nimero de amostras testadas % de normalidade
Todos 263 47,8-173,2
O 129 46,3 -145,6
A+B+AB 134 61,4-179,1

Observagéao: recomenda-se que cada laboratério estabelega suas préprias faixas normais de VWF:RCo, dependendo
da populagédo atendida e da técnica, método e equipamento utilizados.

Linearidade: 4 a 150%
Limite de deteccao: 2,2%

Ensaio de VWF:Ab (HemosIL® Atividade do FVW, Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, EUA): o kit de atividade
do FVW é um ensaio imunoturbidimétrico com particulas de latex que quantifica a atividade do FVW no plasma. A
atividade do FVW é determinada pela medigdo do aumento da turbidez produzido pela aglutinagdo do reagente
de latex. Um anticorpo monoclonal anti-FVW especifico adsorvido no reagente de latex, direcionado contra o sitio
de ligagdo plaquetéria do FVW (receptor GPlb), reage com o FVW do plasma do paciente. O grau de aglutinagdo
é diretamente proporcional a atividade do FVW na amostra e é determinado pela medigdo da diminuigédo da luz
transmitida causada pelos agregados.

Amostra priméria: plasma citratado.
Reagentes (composicao do kit):

v" Reagente de latex: suspenséo liofilizada de particulas de latex de poliestireno revestidas com anticorpo
monoclonal de camundongo anti-FVW purificado, direcionado contra um epitopo funcional do FVW,
contendo albumina sérica bovina, estabilizantes e conservantes.

v' Tampao: tampéo tris contendo albumina sérica bovina, estabilizantes e conservantes.

Preparacéo:

v' Tampéo: pronto para uso

v" Reagente de latex: dissolva o contetido de cada frasco despejando todo o contetido de um frasco de tampé&o
em um frasco de reagente de latex. Recoloque a tampa e agite suavemente por no minimo 20 segundos até
dissolver completamente o latex liofilizado. Certifique-se da reconstituigdo completa do produto. Ele deve
se apresentar na forma de suspensédo homogénea e levemente leitosa. Mantenha o reagente a 15-25°C por
30 minutos e inverta para misturar antes de usar. Nao agite. Observagéo: Evite a formagdo de espuma ao
homogeneizar os reagentes reconstituidos. Bolhas na superficie dos liquidos podem interferir nos sensores
de liquido do instrumento.

Controle de qualidade: plasma de calibragdo, controles normal e anormal (adquiridos separadamente) sdo
recomendados para um programa completo de controle de qualidade. Controle Normal e Controle de Teste Especial
Nivel 1 sdo projetados para este programa. Cada laboratério deve estabelecer sua prépria média e desvio padréo.

Resultados: os resultados da atividade do FVW s3o relatados em % de normalidade.
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Tabela 27. Valores esperados para o ensaio de VWF:Ab HemoslL® Atividade do FVW

Grupo sanguineo Nimero de amostras testadas % de atividade do FVW
O 132 40,3-125,9
A+B+AB 134 48,8 -163,4

Observagao: em razéo das inimeras varidveis que podem afetar os resultados, cada laboratério deve estabelecer
sua prépria faixa normal para a atividade do FVW.

v’ Linearidade: 19-130%
v’ Limite de detecgdo: 3,2%

Antigeno de Von Willebrand (VWF:Ag): o ensaio de VWF:Ag é um ensaio quantitativo que mede a quantidade total de proteina
FVW presente na amostra, que inclui formas funcionais e disfuncionais. Os niveis de VWF:Ag podem ser quantificados por
métodos imunoldgicos que incluem ELISA, imunoensaio de latex (LIA) automatizado e, mais recentemente, imunoensaio
quimioluminescente (CLIA). Os ensaios de VWF:Ag séo geralmente muito confidveis e reprodutiveis. O limite inferior de
deteccao varia entre os ensaios, com o LIA tendendo a ter um limite ligeiramente mais alto e os ensaios CLIA com o menor
limite de detecgdo. O VWF:Ag é um teste essencial no diagnéstico de DVW, mas ¢ limitado, pois avalia apenas a presenca
de FVW e n3o avalia sua fungdo. Usado isoladamente, o VWF:Ag sé consegue identificar a DVW tipo 3 quando ha niveis
indetectaveis de VWF:Ag, geralmente inferiores a 3 Ul/dL. De acordo com as diretrizes da British Society for Haematology
(BSH) [Sociedade Briténica de Hematologia] e da United Kingdom Haemophilia Centre Doctors’ Organisation (UKHCDO)
[Organizagdo de Médicos de Centros de Hemofilia no Reino Unido], o diagnéstico de DVW tipo 3 requer um ensaio de
VWF:Ag capaz de medir niveis <1 Ul/dL. Outros ensaios funcionais ou de atividade do FVW com célculo das razdes entre
atividade e antigeno do FVW sé&o necessérios para o diagnéstico e a diferenciacdo de DVW tipo 1 e tipo 2. A faixa normal
do valor de VWF:Ag varia de acordo com o laboratério, mas é geralmente aceita entre 50 e 200 Ul/dL. Niveis abaixo de
50 Ul/dL sdo considerados baixos, embora precisem ser correlacionados com o histérico de sangramento e outros ensaios
de atividade do FVW para o diagnéstico de DVW. Sabe-se que individuos com tipo sanguineo O apresentam redugdo de
25% nos niveis de FVW em comparagdo com individuos do grupo sanguineo nao O e, portanto, tém maior probabilidade
de serem diagnosticados com DVW tipo 1. No entanto, o fenétipo de sangramento de individuos com DVW é semelhante,
independentemente do grupo sanguineo. Portanto, faixas de referéncia especificas para ABO n&o sdo necessarias. O
protocolo para o ensaio ELISA de VWF:Ag por ELISA, LIA e CLIA esta listado abaixo.

Antigeno de Von Willebrand (VWF:Ag) por ELISA: ensaio ELISA para a determinagdo quantitativa de antigeno do FVW
(VWF:Ag) em plasma humano citratado. Um pogo de microtitulagdo é revestido com um anticorpo (anticorpo de captura)
especifico contra FVW. Dilui¢des de plasma de teste e padrdo séo adicionadas e incubadas, durante as quais o FVW se liga
ao anticorpo de captura na placa. Apds a lavagem, um segundo anticorpo anti-FVW marcado com enzima (anticorpo de
detecgdo) é adicionado e se liga ao FVW ligado a placa. A quantidade de anticorpo ligado e, portanto, de FVW presente na
amostra, é quantificada pela adigédo de substrato enzimético seguido pelo desenvolvimento de cor. Amostra primaria: 3,2%
de sangue citratado.

Materiais e Reagentes:

v' Placa de microtitulagdo

v" Anticorpo de captura/revestimento: Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano (Dako, cédigo n® 0082)
v Anticorpo de detecgdo/marcagéo: Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano/HRP (Dako, cddigo n® 0226)
v' Tampao de revestimento de bicarbonato

v" Tampao de diluigdo

v Tampao de lavagem

v Tampao de substrato

v" Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma P8287)

v H,S0O,15M

v" Calibrador: PNP ou plasma comercial padréo

v" PPP citratado de paciente
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Plasma de controle normal e anormal
Peroxido de hidrogénio a 30%
Lavadora e leitor de placas ELISA
Pipetas e ponteiras

Banho-maria a 37°C

Seladores de placas

Misturador vortex

AN N N N RN

Preparacdo dos reagentes:
Tampao de revestimento de bicarbonato:

Carbonato de sédio (Na,CO,): 0,16 g

Bicarbonato de sodio (NaHCO,): 0,294 g

Dissolva em agua destilada e complete o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 9,6.
Adicione aproximadamente 100 uL de corante vermelho. Prazo de validade de 2-3 semanas.

Q0 oo

Tampéo estoque concentrado:

a. Dihidrogenofosfato de sédio (NaH,PO,.2H,0): 0,975 g
b. Hidrogenofosfato dissédico (Na,HPO,.12H,0): 6,7 g
c. Cloreto de sédio (NaCl): 70,55 g

Dissolva em agua destilada, misture bem com agitador magnético em baldo volumétrico de fundo plano e, por fim, complete
o volume até 250 mL.

Tampao de lavagem: dilua o tamp&o estoque concentrado 1:10 (ou seja, 100 mL de tamp&o estoque concentrado para
900 mL de 4gua destilada). Adicione 2 mL de Tween 20. Misture bem e armazene a 4°C. Prazo de validade de 2 semanas.

Tampao de marcacéo e diluicdo: dissolva 3 gramas de PEG em 100 mL de tamp&o de lavagem com alto teor de sal.
Adicione 100 pL de corante verde. Prazo de validade de 2 semanas.

Tampao de substrato: dissolva 0,73 g de écido citrico e 2,4 g de hidrogenofosfato dissédico em dgua destilada e complete
o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 5,0. Prazo de validade de 2 meses.

Acido sulfdrico 1,5 M: adicione 16,5 mL de acido sulfurico concentrado a 180 mL de dgua. Sempre adicione o acido
a agua.

Procedimento:

Revestimento das placas: as placas devem ser revestidas no dia anterior ao que forem utilizadas. As placas podem ser
revestidas 16-96 horas antes do uso. Dilua o anticorpo de revestimento 1:1000 em tamp&o COAT, ou seja, 12 yLem 12 mL
de tamp&o COAT. Misture delicadamente e adicione 100 plL a cada pogo. Sele com plastico e incube a 40°C durante a noite.

Procedimentos do ensaio: prepare diluigdes para a curva padrdo, conforme mostrado:

v Para preparar a solugdo estoque: dilua 50 pL do pool de plasma normal em 3,95 mL de tampao de diluigédo
(1,80). Prepare uma série de padrdes a partir desse estoque, conforme mostrado abaixo:

Solugéo estoque 125% (S1)

0,8 mL de estoque + 0,2 mL de tampéao 100% (S2)
0,6 mL de estoque + 0,4 mL de tampéo 75% (S3)
0,4 mL de estoque + 0,6 mL de tampé&o 50% (S4)
0,2 mL de estoque + 0,8 mL de tampé&o 25% (S5)
0,1 mL de estoque + 0,9 mL de tampé&o 12,5% (S56)

e a0 oo
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g. 0,05% de estoque + 0,95 mL de tampao 6,25% (S7)
h. 1,00 mL de branco de tampao

v Dilua amostras de paciente e controle em 2 diluigdes, 1:100 e 1:200, em tampéao de dilui¢do (ou seja, 10 pL
em 990 pL e 500 pL de tampao diluido 1:100 + 500 pL).

v Lave trés vezes com tampao de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imerséo de
trés minutos entre cada lavagem. Apods a Ultima aspiragao, retire o excesso de liquido e verifique se ndo ha bolhas.

v" Adicione 100 pL de padroes, testes e brancos, em duplicata, aos pogos da placa revestida utilizando o seguinte

formato:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S1 T1 T1 T5 T5 T9 T9 T13 T13 T17 T17
B S2 S2 T T T5 T5 T9 T9 T13 T13 T17 T17
C S3 S3 T2 T2 T6 T6 T10 T10 T14 T14 T18 T18
D S4 S4 T2 T2 T6 T6 T10 T10 T14 T14 T18 T18
E S5 S5 T3 T3 T7 T7 T11 T11 T15 T15 Q1 Q1
F S6 S6 T3 T3 T7 T7 T11 T11 T15 T15 Q1 Q1
G S7 S7 T4 T4 T8 T8 T12 T12 T16 T16 Q2 Q2
H BK BK T4 T4 T8 T8 T12 T12 T16 T16 Q2 Q2

$1-S7 - diluigdes do padréo; T — plasma de teste; BK - branco

v" Cubra com selante de placa. Incube por 1 hora em banho-maria a 37°C.

v’ Lave trés vezes com tampao de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imersao de trés
minutos entre cada lavagem. Apds a Ultima aspiragéo, retire o excesso de liquido e verifique se ndo ha bolhas.

v Dilua o anticorpo de detecgdo/marcagdo de FVW 1:4000 (ou seja, 5 pL em 20 mL de tampao de marcagao).

v" Misture delicadamente e adicione 100 pL de anticorpo de marcagdo diluido a cada pogo. Cubra com selante de
placa. Incube por 1 hora em banho-maria a 37°C.

v’ Lave trés vezes com tampao de lavagem utilizando a lavadora de placas, deixando um intervalo de imers3o de trés
minutos entre cada lavagem. Apds a Ultima aspiragéo, retire o excesso de liquido e verifique se ndo ha bolhas.

v Durante a lavagem, prepare a solugéo de substrato da seguinte forma: dissolva um comprimido de OPD de 10
mg em 15 mL de tampé&o de substrato. Deixe a solugdo preparada atingir a temperatura ambiente. Imediatamente
antes do uso, adicione 7 pL de peroxido de hidrogénio a 30%.

v" Usando um cronémetro, adicione 100 pL da solugdo de substrato a cada pogo. Incube por 8-10 minutos em bancada.

v’ Interrompa a reagédo adicionando 100 uL de H,SO, 1,5 M a cada pogo EXATAMENTE no mesmo intervalo de tempo
em que o substrato foi adicionado. Agite a placa para misturar.

v Selecione o programa apropriado (492 nm) no leitor de placas Lab Systems e trace a curva de calibragdo usando
papel milimetrado linear. As placas devem ser lidas em até 30 minutos apds a concluséo. Se houver atraso, armazene
as placas em um armario escuro por até 4 horas.

v Para calcular os resultados: leia a diluigdo 1:100 diretamente da calibragdo, multiplique a diluigdo 1:200 por dois e
calcule a média dos resultados. Inclua apenas os resultados que se enquadrarem na curva padrao.

Protocolo de controle de qualidade: analise o controle normal e o controle anormal (nivel baixo) juntamente com cada
lote. Se disponivel, inclua uma amostra de DVW tipo 3 como controle.

Interpretagao dos resultados: os resultados séo relatados como % ou Ul/dL.

Antigeno de Von Willebrand por LIA automatizado: LIA automatizado é usado para a determinagdo quantitativa de
antigeno do FVYW (VWF:Ag) em plasma humano citratado. Esse é o método mais comumente utilizado para estimar os niveis
de VWF:Ag. O kit de VWF:Ag automatizado é um ensaio imunoturbidométrico com particulas de latex que quantifica VWF:Ag
no plasma. Quando o plasma contendo VWF:Ag é misturado com o reagente de latex e o tamp&o de reagdo incluidos no
kit, as particulas de latex revestidas se aglutinam. O grau de aglutinagdo é diretamente proporcional a concentragdo de
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VWF:Ag na amostra e é determinado pela medigdo da diminuigdo da luz transmitida causada pelos agregados. Existem
varios kits de ensaio de VWF:Ag baseados em LIA disponiveis comercialmente. O protocolo abaixo é para o kit HemoslL
VWF:Ag da Instrumentation Laboratories, mas outros ensaios também podem ser usados. A inclusdo desse método néo
constitui endosso do produto de uma empresa especifica. Caso use uma fonte comercial diferente, é importante seguir as
instrucdes do fabricante.

Reagentes e Materiais:

v Reagente de latex: 2 frascos de 3 mL de suspensdo de particulas de latex de poliestireno revestidas
com anticorpo policlonal de coelho direcionado contra FVW, contendo albumina sérica bovina, tampéo,
estabilizante e conservante

v Tampéo de reagdo: 2 frascos de 4 mL de tampao HEPES contendo albumina sérica bovina, estabilizantes

e conservantes

Diluente de fator (tampé&o imidazol)

Plasma calibrador (1 litro de plasma calibrador)

PPP citratado de paciente

AN N NN

Plasma de controle normal e anormal (nivel baixo)
v Agua destilada para reconstituicdo dos reagentes

Preparacdo dos reagentes, armazenamento e estabilidade dos reagentes:

v" Reconstitua o plasma calibrador com exatamente 1 mL de dgua destilada. Deixe o material reconstituido em
temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos. Em seguida, agite o frasco suavemente antes de usar. A
preparagao permanece estavel por 8 horas a 15-25°C. Pode ser congelada e armazenada a -80°C ou menos.

v Plasma de controle anormal (Dade P): reconstitua o controle P com exatamente 1 mL de agua destilada
ou deionizada. Agite cuidadosamente para dissolver sem formagdo de espuma e deixe em temperatura
ambiente (18-25°C) por 15 minutos. Antes de usar, agite novamente com cuidado.

v" Controle normal/pool de plasma normal: Mantenha o PNP em banho-maria a 37°C por 5 minutos, misture
delicadamente antes de usar.

v' Reagente de latex: adicione 2 mL de tamp&o de reagdo e misture bem sem bolhas de ar. Apds aberto,
permanece estavel por 3 meses a 2-8°C no frasco original ou por 1 semana a 15°C no ACL Top Family. Nao
congele.

v Tampao de reagdo: apds aberto, permanece estavel por 3 meses a 2-8°C no frasco original ou por 1 semana
a 15°C no ACL Top Family. N&do congele.

Detalhes da calibracao: carregue os reagentes apropriados (latex de VWF:Ag, tampéao de VWF:Ag, calibrador e diluente
de fator) no analisador automatico. Selecione o programa de calibragdo e execute-o. Assim que a calibragéo for concluida,
analise os resultados. Se ndo houver erros/falhas e a calibracdo for aceitavel, valide a curva de calibracdo. A calibracdo
é realizada quando ha alteragdo nos nimeros de lote dos reagentes ou nos principais componentes do instrumento,
conforme as exigéncias regulatérias locais ou a critério do laboratério.

Protocolo de controle de qualidade: execute pelo menos dois niveis de controle (controle normal e controle anormal)
junto com cada execugdo. Cada laboratério deve estabelecer sua propria média e desvio padrdo, além de estabelecer
um programa de controle de qualidade.

Procedimento: selecione o programa apropriado no instrumento e mantenha os reagentes necessarios (latex de VWF:Ag,
tamp&o de VWF:Ag e diluente de fator). Carregue as amostras e execute conforme as instrugdes do fabricante.

Resultados: os resultados sao relatados em % ou Ul/dL.
Faixa normal:

v" Grupo sanguineo O: 42,0-140,8 Ul/dL
v" Grupos sanguineos A, B e AB: 66,1-176,3 Ul/dL
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Limite de deteccao:

v" ACL Family: 3,5 Ul/dL
v ACL Top Family/ACL Top Family 5 series: 2,2 Ul/dL

Linearidade:

v ACL Family: 10-150 1U/dL

v" ACL Top Family/ACL Top Family 5 series: 8,5-250 IU/dL

v' Se a faixa linear for excedida, as amostras devem ser diluidas 1:4 com diluente de fator (100 pL de amostra
+ 300 pL de diluente). Dilui¢des adicionais até 1:16 podem ser realizadas, se necessario. Multiplique os
resultados pelo respectivo fator de diluigéo.

Antigeno de Von Willebrand por CLIA automatizado: CLIA automatizado é usado para a determinagdo quantitativa
de VWF:Ag em plasma humano citratado. O ensaio CLIA de VWF:Ag é um imunoensaio de duas etapas que quantifica
VWF:Ag em plasma humano citratado, utilizando esferas magnéticas como fase sélida e um sistema de detecgédo
quimioluminescente. Na primeira etapa, a amostra é misturada com particulas magnéticas revestidas com anticorpo
policlonal anti-FVW e tampé&o de ensaio. O FVW presente na amostra liga-se as particulas magnéticas revestidas com anti-
FVW. Na segunda etapa, apds separagdo magnética e lavagem, adiciona-se um anticorpo policlonal anti-FVW marcado
com isoluminol. A reagdo quimioluminescente é medida em unidades relativas de luz, que sao diretamente proporcionais
a concentragdo de VWF:Ag na amostra. Estudos com dados de EQA demonstraram que o método CLIA de VWF:Ag tem
o menor CV e o menor limite de detecgdo. Atualmente, o VWF:Ag pelo método CLIA é oferecido apenas pelo HemoslL
Acustar VWF:Ag e pode ser executado apenas no instrumento ACL Acustar.

Composicao dos reagentes:
O kit de VWF:Ag é composto por:

a. Cartucho de VWF:Ag para 25 determinagdes: cada cartucho contém 1 frasco de suspensédo de particulas
magnéticas liofilizadas revestidas com anticorpo policlonal de coelho anti-FVW, 1 frasco de tampé&o de ensaio,
1 frasco de marcador consistindo em anticorpo policlonal de coelho anti-FVW marcado com isoluminol e 1
frasco de diluente de amostra. Os reagentes estdo em tampao fosfato contendo albumina sérica bovina, IgG
policlonal de coelho, estabilizantes e conservantes.

b. Calibrador 1 de VWF:Ag: contém solug&o salina com conservantes.
Calibrador 2 de VWF:Ag: 2 frascos de plasma humano liofilizado contendo tampéo, estabilizantes e
conservantes.

Preparacéo e procedimento:

Cartucho de VWF:Ag: na primeira vez que o cartucho for usado, inverta-o suavemente 30 vezes, evitando a formagéo
de espuma, e verifique a ressuspensdo completa do frasco de microparticulas. Se as microparticulas ndo estiverem
totalmente suspensas, continue invertendo o cartucho até que esteja completamente ressuspenso. Siga as instrugdes
fornecidas para abrir o cartucho e carregé-lo no Sistema ACL AcuStar.

Calibrador 1 de VWF:Ag: é liquido e deve ser misturado por inversdo suave varias vezes antes do uso para garantir a
homogeneidade do calibrador.

Calibrador 2 de VWF:Ag: dissolva o contetido do frasco com 1 mL de &gua do tipo reagente de laboratério clinico
(CLR) ou equivalente. Recoloque a tampa e agite suavemente. Certifique-se da reconstituicdo completa do produto.
Mantenha o calibrador a 15-25°C por 30 minutos e inverta-o suavemente para misturar antes do uso. Nao agite. Apds
a reconstitui¢do, despeje todo o contetdo do frasco do calibrador no tubo pléstico vazio, devidamente rotulado e com
cédigo de barras, para uso no Sistema ACL AcuStar.
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Armazenamento e estabilidade dos reagentes:

Reagentes e calibradores fechados permanecem estaveis até a data de validade impressa no cartucho e nos rétulos dos
frascos, quando armazenados a 2-8°C.

Cartucho de VWF:Ag: a estabilidade apds aberto a 2-8°C no ACL AcuStar é de 8 semanas. Os cartuchos abertos devem
permanecer no ACL AcuStar.

Calibradores 1 e 2 de VWF:Ag: a estabilidade apds abertura e/ou reconstituicdo no ACL AcuStar é de 4 horas. Para
estabilidade ideal, remova os calibradores do sistema e armazene-os a 2-8°C em tubos plasticos com cédigo de barras
tampados.

Protocolo de controle de qualidade: execute pelo menos dois niveis de controle (controle normal e controle anormal)
junto com cada execugdo. Cada laboratério deve estabelecer sua propria média e desvio padrdo, além de estabelecer
um programa de controle de qualidade.

Procedimento: selecione o programa apropriado no instrumento e mantenha os reagentes necessarios. Carregue as
amostras e execute conforme as instrucdes do fabricante.

Resultados: os resultados sdo relatados em % ou Ul/dL.
Faixa normal:

Todos os grupos sanguineos: 52,2-177,9 Ul/dL

Grupo sanguineo O: 48,2-157,2 Ul/dL

Grupos sanguineos A, B e AB: 59,6-210,5 Ul/dL

Limite de deteccao:

ACL AcuStar: 0,13 1U/dL

Linearidade:

ACL Family: 0,3-400 IU/dL

Quando a fung¢do de repeticdo do instrumento é ativada, o instrumento realiza uma diluigdo automética e corrige o
resultado final para o fator de diluigdo (20x), expandindo assim a faixa para 8000 Ul/dL. O ensaio ndo ¢ afetado pelo
efeito prozona.

Ensaio de Ligacdo do Fator de Von Willebrand ao Colageno (VWF:CB): o FVW é uma proteina plasmética com diversas
fungdes e atividades. O FVW age como uma ponte adesiva entre as plaquetas e a parede dos vasos. Liga-se as plaquetas,
principalmente por meio do receptor GPlb, utilizando seu dominio A1, e ao coldgeno subendotelial, principalmente
por meio do dominio A3, promovendo a adesdo plaquetéria. A capacidade de ligagéo plaquetéria do FVW pode ser
avaliada utilizando o ensaio do cofator de ristocetina (VWF:RCo) ou outros ensaios de ligagdo do GPlb mais recentes,
sendo o ensaio de atividade do FVW mais comumente utilizado. Porém, VWF:RCo e VWF:CB avaliam diferentes fun¢des
do FVW. VWF:CB depende da capacidade do FVW de aderir ao coladgeno e é dependente da presenca de multimeros
de alto peso molecular (HMW) e um sitio de ligagdo ao colédgeno intacto. O coldgeno tem baixa afinidade por dominios
de ligagdo do FVW Unicos e requer FVW multimérico grande para associagéo estreita com o coldgeno. Essa propriedade
do VWF:CB ¢ utilizada para detectar perda de multimeros de HMW, o que pode diferenciar entre o tipo 2A/2B (perda de
multimeros de HMW) e o tipo 2M (distribuicdo de multimeros normais). As recentes diretrizes sobre DVW de 2021 sugerem
o uso de anélise de multimeros ou VWF:CB para discriminar DVW tipo 2M do tipo 2A/2B. VWF:CB é mais comumente
realizado usando um método baseado em ELISA. Diversos ensaios ELISA comerciais estdo disponiveis no mercado.
Deve-se ter cuidado ao escolher o ensaio otimizado para detectar preferivelmente FVW de HMW. Mais recentemente,
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ele também pode ser realizado no analisador automatizado Acustar, que utiliza um CLIA. O ensaio de VWF:CB Acustar é
um imunoensaio de duas etapas, no qual particulas magnéticas atuam como fase sélida e sdo revestidas com peptideo
de tripla hélice de colageno tipo Ill. O FVW presente na amostra liga-se as particulas magnéticas proporcionalmente a sua
capacidade de ligagéo ao colageno, medida por um sistema de detecgdo quimioluminescente.

Aqui, descrevemos um método interno baseado em ELISA para VWF:CB: esse ensaio testa a capacidade do FVW
derivado de plasma de paciente de se ligar ao coldgeno previamente revestido em placas de microtitulagéo de 96 pogos.
O FVW adsorvido ao colageno imobilizado é detectado por um anticorpo policlonal marcado com enzima e subsequente
reagdo de substrato, que é monitorada fotometricamente com um leitor de ELISA. E melhor usar uma mistura de ~95%
de colégeno tipo | (ligagdo fraca ao FVYW) e ~5% de colageno tipo il (boa ligagdo ao FVW) para obter boa seletividade
para FVW de HMW. Alternativamente, uma concentragdo menor de colageno tipo Ill (1-5 pg/mL) também pode ser
usada. Niveis reduzidos de VWF:CBA estardo presentes em individuos com defeitos quantitativos ou qualitativos. Como
esse ensaio isoladamente ndo permitira a classificacdo da DVW, é importante que esse ensaio funcional seja realizado em
conjunto com o ensaio de VWF:Ag e VWF:RCo.

Amostra primaria: sangue citratado.
Materiais e reagentes:

v" Coldgeno com uma mistura de ~95% de coladgeno tipo I/~5% de colédgeno tipo Ill (Horm Collagen,
colageno ICN)

v Tampéao de dilui¢do e tampao de lavagem (PBS com Tween 20)

v" Tampao de substrato: tampéo acetato de sédio/acido citrico 0,1 M

v’ Perdxido de hidrogénio (H,O,) a 30%

v Anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano conjugado com HRP (Dako)

v Placas de microtitulagdo EIA de 96 pogos

v" PPP citratado de paciente, PNP e plasma de controle anormal

v H,50,2M

v" Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD)

Preparacdo dos reagentes:
PBS (pH 7,4) com Tween 20:

Cloreto de sédio (NaCl): 8,0 g

Cloreto de potassio (KCI): 0,20 g

Hidrogenofosfato dissédico (Na,HPO,-12H,0): 2,90 g

Dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,-H,0): 0,20 g

Complete o volume até 1,0 L e ajuste o pH para 7,4. Adicione 500 pL de Tween 20.

© oo oo

Tampao de substrato:
Tampéo acetato de sodio/acido citrico 0,1 M

Dissolva 13,6 g de acetato de sédio em 100 mL de dgua destilada e ajuste o pH para 6,0 usando acido citrico 1 M (52,14
g por 250 mL de 4gua destilada).

H,SO, 2 M:

Adicione 10,65 mL de H,SO, concentrado a 89,35 mL de dgua destilada.

Diagndstico de Hemofilia e Outros Disturbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 83



Procedimento:

v" Revista as placas de ELISA com colageno. Misture delicadamente o coldgeno por inversdo antes do uso.
Dilua 200 pL de colageno estoque em 20 mL de PBS, misture bem e, em seguida, adicione 200 pL a cada
pogo. Sele e mantenha em caixa Umida por 24-48 horas.

v Lave a placa com PBS trés vezes (intervalo de trés minutos para cada lavagem). Retire o excesso de
tampéo e verifique se ndo ha bolhas de ar.

v" Faga uma pré-diluicdo 1:10 de cada amostra de teste (ou seja, adicione 20 pL de amostra a 180 pL de PBS
nos tubos de ensaio). Inclua também os controles na execugéo.

v" A curva de calibragdo é executada de 400% a 0%. Identifique os tubos de A a H. Coloque 180 pL de
tamp&ao em um tubo de ensaio e adicione 120 pL de PNP (tubo A). Adicione 150 pL de tampao dos tubos
B a G. Dilua os tubos em série, retirando 150 pL do tubo A para o tubo B e até o tubo G.

AN

O tubo H serve como branco. Adicione apenas 200 plL de tampao.

AN

Adicione 180 pL de tampédo em todos os pogos apds lavar as placas revestidas de coldgeno trés vezes
(conforme descrito na etapa 2).

Adicione 20 pL de padrdo diluido em série de Aa G.

Adicione 20 pL de amostra pré-diluida e controles em triplicata.

Sele e incube a 22°C (temperatura ambiente em caixa Umida) por 2 horas.

AURNIENIRN

Lave a placa trés vezes com PBS e adicione anticorpo conjugado com peroxidase pré-diluido (diluigdo
1:1000, ou seja, 22 pL de anticorpo HRP-TAG anti-FVW para 22 mL de PBS). Adicione 200 pL a cada pogo.
Incube por 2 horas em temperatura ambiente.

AN

Lave a placa trés vezes com PBS.

Adicione 200 pL de substrato. Para isso, dissolva um comprimido de OPD 10 mg em 22,5 mL de 4gua destilada e
2,5 mL de tampao de substrato estoque. Adicione 15,0 uL de H,0, a 30% ao substrato imediatamente antes do uso.
v" Aguarde 15-20 minutos para o desenvolvimento de cor e adicione 50 pL de H,SO, 2M para interromper a

<

reagdo. Faca a leitura em um leitor de ELISA com filtro de comprimento de onda de 492 nm.

Protocolo de controle de qualidade: analise o controle normal (PNP) e o controle anormal de nivel baixo (Dade P)
em cada execugdo. Se disponivel, também pode ser incluida uma amostra de paciente sabidamente com DVW.
Limite de detecgdo: 0-400%.

Interpretacao dos resultados: VWF:CB permite o diagnéstico mais exato de DVW e reduz erros de classificagdo e
possiveis diagndsticos omitidos. Estudos demonstraram que as taxas de erro diagnéstico de DVW sdo reduzidas em
50% com a adigdo de VWF:CB a um painel de quatro testes (ou seja, FVIII, ensaios baseados em VWF:RCo ou GPlb,
VWF:Ag, e VWF:CB) em comparagdo com o painel de trés testes mais comumente utilizado (FVIII, ensaios baseados
em VWF:RCo ou GPlb, e VWF:Ag).

v DVW tipo 1 versus tipo 2: a DVW tipo 1 apresenta niveis reduzidos de VWF:Ag sem discrepancia entre
os ensaios de atividade e antigeno. Portanto, a relacdo VWF:CB/VWF:Ag e a relagdo VWF:RCo/VWF:Ag
estdo normais. Uma relagdo de 0,6 ou 0,7 pode ser usada para determinar a discrepéncia entre os varios
ensaios de atividade e antigeno do FVW. Estudos demonstraram que VWF:CB consegue diferenciar o tipo
1 do tipo 2A/2B melhor do que o ensaio de VWF:RCo.

v DVW tipo 2A/2B versus 2M: VWF:CB pode ser usado como substituto na analise de multimeros para
diferenciar entre DVW tipo 2A/2B e 2M, de acordo com as diretrizes mais recentes de 2021 para DVW.
A relagdo VWF:CB/VWF:Ag reduzida sugere perda de multimeros de HMW, que pode ser observada
na DVW tipo 2A e 2B. Esses pacientes também terdo a relagdo VWF:RCo/VWF:Ag reduzida. DVW tipo
2M apresentard relagdo VWF:CB/VWF:Ag normal, mas terad relagdo VWF:RCo/VWF:Ag reduzida. Um
subconjunto do tipo 2M com defeito no sitio de ligagdo ao colageno pode apresentar relagdo VWF:CB/
VWF:Ag normal. Embora o VWF:CB baseado em CLIA possa discriminar com exatiddo a DVW tipo 1
do tipo 2, tem menos utilidade para discriminar a DVW tipo 2M da DVW tipo 2A com base em estudos
preliminares. Mais estudos sdo necessarios para confirmar esses achados. VWF:CB baseado em ELISA
otimizado deve ser utilizado para esse fim.
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v DVW tipo 3 versus DVW tipo 1 grave: VWF:CB possui limite inferior de detecgdo melhor do que VWF:RCo.
VWF:CB consegue detectar melhor a auséncia de FVW na DVW tipo 3 e a presenca de niveis muito baixos
de FVW na DVW tipo 1 grave.

v VWF:CB é uma ferramenta importante no diagnostico de DVW. Porém, um ensaio de ligagéo ao coldgeno
apropriado e otimizado deve ser utilizado. A origem e a concentragdo de coldgeno podem afetar os
resultados. Quando ensaios internos forem utilizados, é melhor usar uma mistura de tipo I/1ll (~95%/~5%)
ou entdo coladgeno tipo Il em baixas concentragdes. Custo-efetividade: VWF:CB pode ser realizado
por ensaios baseados em ELISA internos, o que o torna um ensaio de atividade de FVW custo-efetivo.
Em combinagdo com um ensaio ELISA de VWF:Ag interno, propicia um método barato e eficiente para
identificar subtipos de DVW (exceto DVW tipo 2M e tipo 2N) em um cendério com recursos limitados.

Ensaio de Ligagdo ao Fator VIl para Diagnéstico de Doenca de Von Willebrand Normandy: a variante Normandy
(DVW tipo 2N) da DVW é uma doenga autossdmica recessiva rara, identificada pela primeira vez em 1989. A doenga é
caracterizada por um defeito no FVW que resulta em capacidade reduzida de ligagdo ao FVIII, levando ao aumento do
clearance de FVIll ndo ligado da circulagdo. As manifestagdes clinicas e laboratoriais de pacientes com tipo 2N podem
se assemelhar as de pacientes com hemofilia A leve/moderada ou portadores de hemofilia A. E provavel que alguns
pacientes com tipo 2N sejam diagnosticados erroneamente, a menos que um ensaio de ligagao ao FVIII (VWF:FVIIIB)
seja realizado para confirmagdo. A distingdo é importante, pois a terapia de reposigdo com FVW purificado seré
muito mais eficaz do que a reposi¢do de FVIII nesses pacientes. Os padrées de heranga das duas doengas também
sdo bastante diferentes — autossémico recessivo na DVW tipo 2N e recessivo ligado ao X na hemofilia A. Pacientes
com tipo 2N sdo homozigotos (mesmas mutagdes do tipo 2N) ou heterozigotos compostos (duas mutagdes do tipo
2N diferentes ou uma combinagdo de mutagdes de DVW 2N e outro tipo). Mutagdes sdo comumente observadas
no dominio D'D3 do FVW. Os niveis de FVIII sdo leve a moderadamente reduzidos, geralmente na faixa de 5 a 40
Ul/dL. Os niveis de FVIIl para VWF:Ag sdo reduzidos, geralmente <0,7. Os pardmetros de FVW (VWF:Ag, VWF:RCo,
VWEF:CB e anélise de multimeros) sdo geralmente normais, a menos que haja heterozigose composta para outras
mutagdes de DVW. Esses ultimos pacientes tendem a ser mais sintomaticos. Heterozigotos para o tipo 2N sdo
geralmente assintomaticos e apresentam niveis normais ou apenas levemente reduzidos de FVIII. Dois ensaios
internos foram descritos para VWF:FVIIIB (Nesbitt et al, 1996; e Casonato et al, 1998). Ambos os ensaios exibem
boa concordéncia e diferem com base na detecgdo do ponto final de FVIII residual. Nos dois ensaios, a placa de
microtitulagdo é revestida com anticorpo contra FVW. O complexo FVW-FVIII na amostra de paciente é imobilizado
na placa e o FVIIl endégeno é removido com cloreto de calcio. Uma preparagdo recombinante de FVIII (rFVIII)
puro na concentragdo de 100 Ul/dL é adicionada. A quantidade de rFVIIl ligado ao FVW imobilizado é medida por
ensaio cromogénico (Nesbitt et al, 1996) ou usando anticorpo policlonal anti-FVIIl conjugado (Casonato et al, 1998).
Apenas um ensaio de ligagdo ao FVIII comercial estd disponivel (Asserachrom:FVIIIB, Diagnostica Stago). Aqui,
descrevemos o método baseado em ELISA interno semelhante ao descrito por Casonato et al (1998).

Amostra priméria: sangue citratado.
Materiais e reagentes:

v" Anticorpo de revestimento: anticorpo policlonal de coelho anti-FVW humano (Dako)

v" Anticorpo primério: IgG purificada de ovelha anti-FVIIl humano, 10 mg/mL

v" Anticorpo de marcagédo: anticorpo de burro anti-IgG de ovelha AffiniPure conjugado com peroxidase
(Jackson Immunoresearch)

Como alternativa, se disponivel, anticorpo anti-FVIIl conjugado com HRP pode ser usado diretamente em substituicao
ao anticorpo primario e ao anticorpo de marcagao.

v Cloreto de célcio 0,4 M

v" Tampao de revestimento de bicarbonato

v Tampao TBS e tampao de diluicao

v Tampao de lavagem

v Tampao de substrato

v’ Substrato: dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD)
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v" Acido sulfarico (H,S0,)2M

v Acido cloridrico

v" Concentrado de FVIII (recombinado)

v" Plasma de teste citratado pobre em plaquetas
v" Pool de plasma normal, controles

Preparacgao dos reagentes:
Tampao de revestimento de bicarbonato:

Carbonato de sédio (Na,CO,): 0,16 g
Bicarbonato de sodio (NaHCO,): 0,294 g
Complete o volume até 100 mL. Ajuste o pH para 9,6. Prazo de validade de 2-3 semanas.

o n oo

Adicione aproximadamente 200 pL de corante vermelho.
Prepare tampéao TBS 150 mM conforme indicado:

a. Cloreto de sddio, NaCl: 11,68 g
b. Base TRIZMA: 12,12 g
c. Dissolvaem 1800 mL de 4gua. Complete o volume até 2000 mL. Ajuste o pH para 7,4 com acido cloridrico.

Tampéo de diluicdo: dissolva 1 g de albumina sérica bovina (BSA) em 100 mL de tampé&o TBS e Tween 20 a 0,2%.
S&o necessarios cerca de 100 mL por placa.

Tampéo de lavagem: adicione Tween 20 a 0,2% ao TBS. Adicione 2 mL de Tween 20 a 1000 mL de TBS.
Cloreto de célcio 0,4 M: dissolva 0,588 g de CaCl, em 10 mL de tampéo de diluigdo.
Tampaéo de substrato:

a. Acido citrico. H,0:0,73 g
b. Hidrogenofosfato dissédico (Na,HPO,.12H,0): 2,4 g
c. Complete o volume até 100 mL com agua destilada. Ajuste o pH para 5,0. Prazo de validade de 2 meses.

Substrato: dissolva um comprimido de OPD de 10 mg em 15 mL de tampé&o de substrato.
Acido sulfarico 2 M: adicione 10,65 mL de H,SO, concentrado a 89,35 mL de agua destilada.

Concentrado de FVIII (recombinado) diluido: reconstitua o recombinado em 1 mL de dgua deionizada e divida em
aliquotas de 500 pL em frascos e armazene congelado a -80°C.

Procedimento:
Revestimento das placas:

v Dilua o anticorpo de revestimento 1:1000
v" Adicione 100 mL/pogo. Incube a 4°C durante a noite. As placas podem ser revestidas 16-96 horas antes do uso.

Diluicdo dos padroes:

v Para preparar a solugdo estoque, dilua 50 pL de PNP em 3,95 mL de tampéo de diluigéo (1:80).
v' Prepare uma série de padrdes a partir deste estoque.

a. Solugdo estoque 125% (S1)
b. 0,8 mL de estoque + 0,2 mL de tampao 100% (S2)
c. 0,6 mL de estoque + 0,4 mL de tampao 75% (S3)
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d. 0,4 mLde estoque + 0,6 mL de tampao 50% (S4)
e. 0,2 mlL de estoque + 0,8 mL de tampao 25% (S5)

f. 0,1 mL de estoque + 0,9 mL de tampéo 12,5% (S6)
g. 0,05 mL de estoque + 0,95 mL de tampao 0,25% (57)
h. 1,00 mL de tampao Branco

Diluicdo de amostras de pacientes e controles: dilua amostras de pacientes e controles 1:100 em tampao de diluigdo
(10 pL de amostra + 990 plL de tampé&o).

Procedimento do ensaio:

v Lave a placa trés vezes com o tampao de lavagem. Retire o excesso de tampao e verifique se ndo ha
bolhas de ar.

v" Adicione 100 L dos padrées e brancos em duplicata e testes em triplicata aos pogos das placas usando
o seguinte formato.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S1 T1 T T1 T9 T9 T9 T17 T17 T17 -
B S2 S2 T2 T2 T2 T10 T10 T10 T18 T18 T18 -
C S3 S3 T3 T3 T3 T11 T11 T T19 T19 T19 -
D S4 S4 T4 T4 T4 T12 T12 T12 T20 T20 T20 -
E S5 S5 T5 T5 T5 T13 T13 T13 T21 T21 T21 -
F Sé6 Sé6 T6 T6 T6 T14 T14 T14 T22 T22 T22 -
G S7 S7 T7 T7 T7 T15 T15 T15 T23 T23 T23 -
H BK BK T8 T8 T8 T16 T16 T16 T24 T24 T24 -

$1-S7 - diluigdes do padrdo; T — plasma de teste; BK - branco

v Sele a placa. Incube por 1 hora em banho-maria a exatamente 37°C.

v Lave a placa trés vezes com o tampéao de lavagem. Retire o excesso de tampéo e verifique se ndo ha
bolhas de ar.

v Para remover o FVIIl enddgeno, incube com 100 pl/pogo de CaCl, 0,4 M por 1 hora em banho-maria a
37°C. Nao é necessario agitar.

v" Lave a placa novamente com tampao de lavagem trés vezes. Retire o excesso de tampao.

v Descongele um dos frascos congelados de concentrado de FVIII (recombinado). Adicione 400 pL de
concentrado de FVIIl a 9,6 mL de tampé&o de diluigdo (concentragédo de ~100 Ul/dL).

v" Adicione 100 pL de FVIII diluido a cada pogo. Incube por 1 hora a 37°C.

v Lave a placa com tampao de lavagem trés vezes. Retire o excesso de tampéo.

v O anticorpo primério é dividido em aliquotas de 25 pL e armazenado a —80°C. Faga uma diluicdo de
1:2000 do anticorpo primario em tampao de diluigdo (5 yL em 10 mL). Recoloque a aliquota do anticorpo
imediatamente no freezer para uso futuro.

v" Adicione 100 pL de anticorpo primario diluido a cada pogo. Incube por 1 hora a 37°C.

v Lave a placa com tampao de lavagem trés vezes. Retire o excesso de tampéo.

v O anticorpo de marcagdo é dividido em aliquotas de 10 pL e armazenado a —80°C. Faga uma diluicdo
de 1:5000 do anticorpo de marcagdo em tampao de diluigdo (2 uL em 10 mL). Recoloque a aliquota do
anticorpo imediatamente no freezer para uso futuro.

v" Adicione 100 pL de anticorpo de marcagdo diluido a cada pogo. Incube por 1 hora a 37°C.

v Lave a placa com tampao de lavagem trés vezes. Retire o excesso de tampéo.

v" A solugdo de substrato é preparada apenas durante a Ultima etapa de lavagem. Imediatamente antes do
uso, adicione 7 pL de H,0O, a 30% a essa solugéo.

v" Adicione 100 pL da solugéo acima a cada pogo. Acione o cronémetro. Incube por 8-10 minutos.
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v Interrompa a reagdo adicionando 50 pL de H,SO, 2M a cada pogo exatamente no mesmo intervalo de
tempo em que o substrato foi adicionado.
v Selecione o programa apropriado (492 nm) no leitor de placas ELISA. Faga as leituras de OD.

Protocolo de qualidade: analise o controle normal (PNP) e o controle anormal de nivel baixo (Dade P). Se houver
controles conhecidos de DVW Normandy disponiveis, adicione uma amostra como controle a cada lote.

Interpretacao dos resultados: os resultados s&o expressos em Ul/dL. Limites de detecgdo: menos de 6,25% a mais de 175%.

v Homozigotos ou heterozigotos compostos para o tipo 2N: VWF:FVIIIB ausente ou acentuadamente
reduzido (<15%) e relagdes VWF:FVIIIB/VWF:Ag muito baixas (<0,3). Os niveis de FVIII:C estdo leve a
moderadamente reduzidos, geralmente variando de 5 a 40 Ul/dL. As relagdes FVIII:C/VWF:Ag também
estdo reduzidas, geralmente <0,7. Essa relagdo pode ser normal, especialmente em heterozigotos
compostos com mutagdes quantitativas/nulas de FVW e tipo 2N. Portanto, ensaio de VWF:FVIIIB ou teste
genético pode ser necessério se a suspeita clinica for grande.

v" Heterozigotos para o tipo 2N: VWF:FVIIIB moderadamente reduzido ou mesmo normal, mas a relagdo
VWE:FVIIIB/VWEF:Ag esta reduzida (<0,7). Os niveis de FVIII:C geralmente estdo normais ou levemente reduzidos.

v Hemofilia A leve ou mulheres portadoras de hemofilia: niveis de FVIII:C reduzidos ou normais. Ensaio de
VWEF:FVIIIB normal e relagdo VWF:FVIIIB/VWF:Ag normal (>0,7).

Multimeros do Fator de Von Willebrand: o FVYW é uma grande glicoproteina multimérica que circula no plasma como
uma série de subunidades poliméricas idénticas, denominadas multimeros. Os multimeros podem ser liberados de forma
constante pelas células endoteliais ou armazenados nos corpusculos de Weibel-Palade nas plaquetas. Os multimeros
compreendem um numero variavel de subunidades (de 500 kDa a mais de 10.000 kDa de peso molecular) ligadas
por ligagdes dissulfeto. Os multimeros sdo categorizados de acordo com o tamanho em multimeros de baixo (1-5
multimeros), intermediério (6-10 multimeros), alto (11-20 multimeros) e ultragrande (>20 multimeros) peso molecular
(LMWM, IMWM, HMWM e ULMWM) (Stockschlaeder et al, 2014; James et al, 2021). HMWM s&o importantes para a
ligagdo aos receptores de plaquetas e coladgeno durante a hemostasia primaria, facilitando a agregagéo plaquetaria.
Anormalidades na montagem ou no ndmero de multimeros podem levar a complicagdes hemostéticas. A analise de
multimeros é Util para a classificagdo da DVW que, por sua vez, pode orientar o manejo do paciente. A DVW tipo 1 é
um disturbio quantitativo parcial que demonstra redugdo quantitativa dos multimeros normais. O subtipo 1C apresenta
sobrevida reduzida do FVW/clearance aumentado do FVW, resultando em sangramento prolongado (Platton et al, 2024).

A DVW tipo 2 é causada por deficiéncias qualitativas do FVW, e a DVW tipo 3 consiste na auséncia total de FVW. A DVW
tipo 2 ¢ subdividida em 4 subtipos:

e Tipo 2A, no qual ha montagem defeituosa de multimeros, maior sensibilidade a clivagem pela ADAMTS13
ou menor sintese, levando a redugdo ou auséncia de HMWM.

e Tipo 2B é causado por uma mutagdo de ganho de fun¢éo que aumenta a ligagdo do FVW as plaquetas.
Perda de HMWM é relatada na maioria dos casos, mas ndo em todos.

e Tipo 2M apresenta diminui¢do da adesdo plaquetaria ou de coldgeno dependente de FVW, com padrdo
normal de multimeros do FVW.

* Tipo 2N é causado pela menor afinidade de ligagdo ao FVIII devido a mutagdes no sitio de ligagdo do FVYW
ao FVIII; padrdo normal de multimeros do FVW ¢ relatado.

Ha algumas excegdes; padrées de multimeros normais foram relatados em alguns casos de tipo 2B e, inversamente,
alguma perda de HMWM foi relatada em alguns casos variantes de tipo 2M. Multimeros ultragrandes do FVW podem ser
observados na DVW tipo 1C, na PTT e, ocasionalmente, em casos de DVW tipo 2M.

Os métodos tradicionais de visualizagdo de multimeros sdo complexos, trabalhosos e demorados, envolvendo eletroforese
em gel de agarose com dodecil sulfato de sédio (SDS) seguida de visualizagdo por Western blotting, imunodetecgdo
colorimétrica, autorradiografia, quimioluminescéncia ou fluorescéncia. A avaliagdo dos multimeros pode ser realizada por
inspecao visual ou por quantificagdo por densitometria (Platton et al, 2024).
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No momento da redagdo deste documento, a técnica mais amplamente utilizada com base na participagdo
em programas de avaliagdo externa de qualidade é um ensaio semiautomatizado disponivel comercialmente,
substancialmente mais rapido do que os métodos manuais em gel de agarose com SDS. Esse método para
detecgédo e analise da distribuicdo de multimeros do FVW em plasma humano por eletroforese em gel de agarose
e imunofixa¢do com o instrumento semiautomatizado Hydrasys 2 da Sebia é descrito abaixo (Bowyer et al, 2018).

Anélise de multimeros do FVW com Hydrasys da Sebia: H5SVWM e H11VWM s3o ensaios baseados em gel de agarose
destinados a separagdo de proteinas plasmaticas de acordo com seu peso molecular. A separagéo eletroforética de
multimeros do FVW ¢é realizada apds o tratamento da amostra com um detergente aniénico. Em excesso desse
detergente anibnico, as proteinas sdo convertidas em complexos detergente aniénico-proteina. Nesses complexos,
a conformagéo original das proteinas é desfeita e todas elas assumem a mesma conformagdo e a mesma carga
negativa por unidade de massa. Quando esses complexos detergente anidnico-proteina sdo submetidos a
eletroforese em um meio com propriedades de tamisagdo adequadas, como géis HSVWM ou H11VWM, eles se
separam de acordo com seu peso molecular. Nos géis HSVWM ou H11VWM, os multimeros do FVW s&o separados
e imunoprecipitados com um antissoro anti-FVW especifico. As diferentes bandas sdo entdo visualizadas no gel
com um anticorpo marcado com peroxidase e um substrato especifico. O ensaio é realizado em duas etapas: 1)
eletroforese em gel de agarose para separar as proteinas contidas nas amostras de plasma e 2) imunofixagdo com
um antissoro anti-FVW para visualizar os diferentes multimeros.

Equipamentos necessarios:

* Pipetas de 10 mL, 100 pL e 10 pL e ponteiras
* Tubos Eppendorf

¢ Banho-maria

e Temporizador

e Misturador vortex

* Lencos de papel

® |Lencos umedecidos com alcool

e Analisador Hydrasys (Sebia, Lisses, Franga)

Tabela 28. Reagentes para analise de multimeros do FVW com Hydrasys da Sebia

Reagente N° do catélogo Estabilidade
Sebia Hydragel 5 ou 11 kit de multimeros VW 4359 Até a data de validade indicada
Sebia Hydragel kit de visualizagdo de multimeros VW | 4747 Até a data de validade indicada
Peréxido de hidrogénio a 30% Sigma-Aldrich 216763 Até a data de validade indicada

100 mL
Solugdo descolorante 4540 (10 frascos de 100 Solugdo de trabalho: 1 semana em
Dilua 5 mL em 5 L de 4gua mL) temperatura ambiente
Hydrasys solucdo de lavagem 4541 (10 frascos de 80 Solugéo de trabalho estavel até a data
Dilua 1 frasco em 5 L de dgua (8 mL em 500 mL) mL) de validade indicada
CQ normal

O método do Hydragel 5 e do Hydragel 11 varia apenas nos volumes de reagente e no tamanho de mascaras/papel
mata-borréo.

Preparacdo da amostra:

v Aquega um banho-maria pequeno Grant a 45°C.
v" Descongele o plasma de teste e 0 CQ a 37°C. O Hydragel 5 comporta 4 pacientes e 1 CQ. O Hydragel 11
comporta 9 pacientes e 2 CQ (mas somente 1 frasco de CQ é necessario).
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v Certifique-se de que o resultado de VWF:Ag seja conhecido antes do inicio.

v Identifique os tubos Eppendorf para pacientes e CQ.
v’ Agite as amostras de teste no voértex antes do uso. Dilua as amostras com o diluente de amostra do kit
de multimeros nos tubos Eppendorf de acordo com o VWF:Ag da amostra. O limite de detecgéo de

multimeros do FVYW ¢é 0,05 Ul/mL, o limite de interpretagdo ¢ 0,11 Ul/mL.

VWF:Ag (IU/mL) Diluicdo Diluente de amostra (puL) | Plasma (pL)
<0,20 1/4 30 10
0,20-1,50 1/6 50 10
1,50-3,00 1/10 90 10

>3,00 1/20 95 5

v Agite no vértex por 5 segundos.

v Incube por exatamente 20 minutos a 45°C em banho-maria.

v Retire os tubos Eppendorf do banho-maria, agite no vértex e deixe em temperatura ambiente por 10

minutos. Durante esses 10 minutos, prepare a migragao.

Preparacdo da migracdo

1) Ligue o Hydrasys 2 e o VDU. Selecione o programa phoresis: u/n adm p/w sebia.

2) Preencha a planilha. Registre os niimeros de lote dos kits, wicks [tiras de papel cromatogréfico] e gel.
3) Selecione "5 VWF" (programa de migragao n°® 57) ou 11 VWF (programa n° 58) no menu do instrumento
(tela a esquerda).

Figura 10. Analisador Hydrasys

4)  Abraatampa do médulo de migragéo, retire o suporte do aplicador e levante o suporte de eletrodos. ***Nunca
feche a tampa com o suporte levantado***.

5)  Usando as extremidades de plastico, retire as tiras de wick tamponadas da embalagem (verifique se ha excesso
de &gua). Fixe-as ao suporte pelos furos, com o revestimento plastico em contato com o suporte (Figura 11).

Tiras
tamponadas

CARREGAMENTO DE GEL DO HYDRASYS

Figura 11. Analisador Hydrasys
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6) Hydragel 5: Adicione 100 pL de dgua destilada ao tergo inferior do quadro impresso no médulo de migragéo.

7)  Hydragel 11: Adicione 200 pL de dgua destilada ao terco inferior do quadro impresso no médulo de
migragao.

8) Abra o gel e limpe o suporte plastico do gel com lengo de papel para remover o excesso de agua.

9) Coloque o lado do gel voltado para cima no quadro impresso (Figura 12) com os pogos na borda mais
préxima.

10) Estenda uma mascara de plastico sobre o gel (tamanhos diferentes para Hydragel 5 e 11), alinhada com
os marcadores no gel (Figura 12). Evite bolhas de ar, retire e reaplique imediatamente, se presentes.

HYDRAGEL 5
MULTIMERO DE VON WILLEBRAND

Mascara de
plastico

Figura 12. Analisador Hydrasys

Abaixe com cuidado o suporte de eletrodos sobre o gel e feche o médulo de migragao.

Pressione “start” (®) [iniciar] na tela e confirme. Isso leva 5 minutos.

O sinal sonoro sinaliza o fim. Abra o médulo de migragédo e levante o suporte.

Usando uma pipeta de 10 pL com ponteiras finas, sem tocar na lateral ou no fundo do pogo, pipete
novamente 5 pl de amostra em cada pogo. Hydragel 5: adicione o controle de CQ normal ao pogo 5.
Hydragel 11: adicione o controle de CQ normal aos pogos 1 e 11.

**Evite bolhas**. Essa parte deve ser concluida em 2 minutos.

15) Abaixe com cuidado o suporte de eletrodos e feche o médulo de migragao.

16) Pressione “start” (®) na tela. Isso leva aproximadamente 100 minutos.

17) Retire o TTF1 e o TTF2 do refrigerador e deixe-os em temperatura ambiente para liquefazer.

Imunofixacdo 1 (60 minutos)

18) Ao sinal sonoro, a seguinte mensagem é exibida: JANTISERUM VWF [antissoro anti-FVW].
19) Abra o médulo, levante e remova o suporte de eletrodos. Descarte os wicks e limpe os eletrodos com
lengo de papel macio e imido.
) Hydragel 5: Em Z5, misture 2,5 mL de diluente antissoro com 60 pL de antissoro anti-FVW.
) Hydragel 11: Em Z5, misture 5 mL de diluente antissoro com 135 pL de antissoro anti-FVW.
22) Remova a mascara e descarte-a. Coloque a méscara de AS VWF amarela sobre o gel.
) Segure a pipeta na vertical. Aplique a mistura de antissoro gradual e cuidadosamente em uma Unica
aplicagdo e **evite bolhas**.

24) Feche o médulo de migragao e pressione “start” (60 minutos).

25) Ao ouvir o sinal sonoro, abra a tampa e remova o antissoro.

26) Segure a pipeta na vertical, pressione levemente e retire o antissoro, descartando-o em seguida.
27) Remova a mascara e limpe-a com agua; recomenda-se o uso de uma escova pequena. Deixe secar.
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Absorc¢éo no gel 1 (10 minutos)

Papel de filtro espesso

Quadro impresso

Gel de agarose

Papel de filtro fino

Figura 13. Analisador Hydrasys

28) Aplique um papel de filtro fino e um papel de filtro espesso (lado liso para baixo) no gel (Figura 13).
Coloque o vidro e, em seguida, o peso.
29) Feche a tampa e pressione “start”.

Lavagem do Gel 1 (20 minutos)

30) Remova os papéis de filtro e adicione a méscara de lavagem/reidratagdo laranja.

31) Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solugdo de lavagem vermelha a méscara. **Evite bolhas**.
32) Hydragel 11: Adicione 9 mL de solucdo de lavagem vermelha a méscara. **Evite bolhas**.
33) Feche a tampa e pressione “start”.

Absorcao no gel 2 (10 minutos)

34) Remova a solugdo de lavagem vermelha, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino,
o vidro e o peso.

35) Feche a tampa e pressione “start”.

36) Lave a méscara.

Lavagem intermediéria do gel e absorcdo com papel fino (10 minutos + 5 segundos)

w

7
8

) Abra a tampa. Remova os papéis de filtro e adicione a mascara de lavagem/reidratagéo laranja.
)
9) Hydragel 11: Adicione 4,5 mL de solucdo de lavagem intermediaria verde.
)

)

w

Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solu¢do de lavagem intermediéaria verde.

B W

0) Feche atampa e pressione “start”.
1) Abra a tampa e remova a solugdo de lavagem intermediéria verde. Aplique apenas um papel de filtro
fino. Pressione “start”. Apds 5 segundos, remova o papel fino.

~

Imunofixacgdo 2 (30 minutos)

42

) Hydragel 5: Misture 4 mL de diluente antissoro com 2 pL de anti-lgG-PER em z5.
3) Hydragel 11: Misture 8 mL de diluente antissoro com 4 pL de anti-IgG-PER em z5.
)

)

~

44) Aplique a mascara de IgG-PER laranja e adicione a mistura anti-lgG-PER.
45) Feche a tampa e pressione “start”.

Absorgao no gel 3 (10 minutos)

46) Abra a tampa, remova o anti-lgG-PER e descarte. Remova e lave a méascara. Adicione os papéis de filtro
fino e espesso, o vidro e o peso.
47) Feche a tampa e pressione “start”.
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Lavagem do Gel 2 (20 minutos)

48) Remova os papéis de filtro e adicione a méscara de lavagem/reidratagéo laranja.

)
49) Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solucédo de lavagem vermelha a mascara. **Evite bolhas**.
50) Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solucéo de lavagem vermelha a mascara. **Evite bolhas**.
51) Feche a tampa e pressione “start”.

Absorcéo no gel 4 (10 minutos)

52) Remova a soluggo de reidratagéo, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
53) Feche a tampa e pressione “start”.
54) Lave a mascara.

Reidratacdo do gel 1 (10 minutos)

55

) Remova os papéis de filtro e adicione a mascara de lavagem/reidratagéo laranja.

56) Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solucdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.
)
)

57
58) Feche a tampa e pressione “start”.

Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solucdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

Absorc¢ao no gel 5 (10 minutos)

59) Remova a solugéo de reidratagéo, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
60) Feche a tampa e pressione “start”.
61) Lave a mascara.

Reidratacdo do gel 2 (10 minutos)

o~

2
3
4

Remova os papéis de filtro e adicione a mascara de lavagem/reidratagéo laranja.

o~

Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solucdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

o~

Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solugdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

o~ O~
Ul

6
7

Agite TTF 1 e TTF2 no vértex.
Hydragel 5: Adicione 75 pL de TTF1 a 3,0 mL de solvente TTF em z5. Inverta para misturar. Adicione 75
pL de TTF2, inverta para misturar. Adicione 3 pL de peréxido de hidrogénio (30%), inverta para misturar.

)
)
)
) Feche a tampa e pressione “start”.
)
)

o~

68) Hydragel 11: Adicione 150 pL de TTF1 a 6,0 mL de solvente de visualizagdo TTF em z5. Inverta para misturar.
Adicione 150 pL de TTF2, inverta para misturar. Adicione é L de perdxido de hidrogénio (30%), inverta para misturar.

Visualizagdo (10 minutos)

69) Remova a solugdo de reidratagdo da méscara. Coloque a mascara de TTF1/TTF2 laranja sobre o gel.
0) Hydragel 5: Aplique 2,5 mL da mistura de TTF. **Evite bolhas**.
)

)

~

71) Hydragel 11: Aplique 5 mL da mistura de TTF. **Evite bolhas**.
72) Feche a tampa e pressione “start”.

Absorcéo no gel 6 (5 minutos)

73) Remova a solugéo de TTF, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
74) Feche a tampa e pressione “start”.
75) Lave a méascara com agua e use um lengo umedecido com alcool.

Reidratacdo do gel 3 (5 minutos)

76) Remova os papéis de filtro e adicione a méscara de lavagem/reidratagéao laranja.
77) Hydragel 5: Adicione 4,5 mL de solucdo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.
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78) Hydragel 11: Adicione 9,0 mL de solucéo de reidratacdo a mascara. **Evite bolhas**.

79) Feche a tampa e pressione “start”.
Absorcéo no gel 7 (5 minutos)

80) Remova a solugéo de reidratagéo, depois a mascara e adicione os papéis de filtro espesso e fino, o vidro e o peso.
81) Feche a tampa e pressione “start”.
82) Lave a mascara.

Secagem do gel (10 minutos)

83) Abra a tampa e remova os papéis de filtro.
84) Feche a tampa e pressione “start”.

Lavagem e processamento final (25 minutos)

85) Abra a tampa e remova o gel.
86) O gel deve ser lavado imediatamente no compartimento de coloragdo.
87) Abra o suporte do gel e posicione o gel conforme mostrado na Figura 14.

Figura 14. Analisador Hydrasys

88) Feche o suporte e coloque-o no mddulo de processamento/coloragao do gel.
89) Certifique-se de que haja pelo menos 400 mL de solugéo descolorante e que o recipiente de residuos

esteja vazio.
90) Selecione o programa de lavagem de FVW no menu do instrumento (tela a direita) e pressione “start”.

Figura 15. Analisador Hydrasys

*Certifique-se de que todas as méscaras sejam lavadas. A méscara de TTP, a unidade de migragdo do
Hydrasys e os eletrodos devem ser cuidadosamente limpos com lengos umedecidos com alcool.*

Diagndstico de Hemofilia e Outros Disturbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 94



Escaneamento do gel

91) Remova o gel e o suporte do médulo de processamento/coloragéo do gel e coloque-os no médulo de

escaneamento.
92) No programa Phoresis, crie uma lista de trabalho usando o icone na tabela. Comece non® 1 e
adicione os dados do paciente, incluindo SID, nome, data de nascimento, data da amostra, nimero do

hospital e hospital solicitante (para RHH, adicione um consultor).

93) Hydragel 5: A amostra 5 é o controle normal (CQ).
94) Hydragel 11: as amostras 1 e 11 s&o o controle normal (CQ).
95) Cliqueem  para abrir a janela de escaneamento de géis e amostras.

96) A seguinte janela seré aberta:

Nome do programa

Quadro de gel

Figura 16. Analisador Hydrasys

97) Selecione o programa do primeiro gel escaneado na posi¢do 1. Pressione a caixa de imagens superior
direita uma vez para o Hydragel 5 e duas vezes para o Hydragel 11 (pressionar trés vezes retorna para 5).

98) Pressione “start scanning” [iniciar escaneamento].

99) Verifique se o scanner identificou corretamente todas as bandas. Em algumas ocasides, ele ndo detecta a primeira
banda de LMWM. Nesse caso, selecione "conservative gel localization mode to rescan the image" [modo de
localizagdo de gel conservador para escanear novamente a imagem] e, em seguida, escaneie novamente.

100) Quando as imagens aparecerem, clique em “view scanning” [visualizar escaneamento], depois em “curve
mosaic” [mosaico de curvas]  para acessar a densitometria.
101) Os gréficos de densitometria individuais aparecerdo em caixas:

Figura 17. Analisador Hydrasys
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Clique na primeira para abrir. Comece com CQ - pogo 5 para o Hydragel 5 ou 1/11 para o Hydragel 11. Os
resultados de CQ aparecem:

Observagdo: se os resultados ndo puderem ser avaliados no dia do teste, eles ainda poderdo ser obtidos
retrospectivamente. Abra o programa Phoresis e selecione a data do teste onde a seta preta esta na Figura 18 e siga
as instrucdes abaixo.

/

% densitometry

Peaks 1-3 | Peaks 4-7 IMWM | | Peaks >7 HMWM

/ / Coded comments here

/

Figura 18. Analisador Hydrasys

i a éncia cli i i ia — v . i urv u
Defina o padrdo de referéncia clicando no 4° icone em densitometria — seta vermelha. Defina a curva atual como
padrao de referéncia. Observagdo: selecione apenas um dos resultados de CQ para o Hydragel 11.

102) Clique na curva de densitometria para definir LMWM (picos 1-3), IMWM (picos 4-7) e HMWM (picos >7).

103) A porcentagem dos picos aparecera e precisara ser identificada — seta

104) Verifique se os resultados de CQ estdo dentro das faixas esperadas. Caso ndo estejam, ndo relate os
resultados do paciente e fale com um funcionario sénior responsével pelos ensaios. Salve os resultados
(icone de disquete) e mova para pacientes.

105) Repita 111+112 com cada paciente e, para os resultados do paciente, clique para sobrepor o padréo de
CQ de referéncia — seta verde.

106) Usando as faixas de referéncia para adultos, decida se a densitometria estd normal ou anormal e selecione
os comentérios apropriados na caixa suspensa de comentérios (seta roxa). Observe que apenas 1
comentario pode ser adicionado a cada resultado. O nivel de HMWM ¢é o mais clinicamente relevante.

Tabela 29. Nivel de HMWM e comentério que pode ser adicionado aos resultados

Comentario Valor

SRHMWM (redugéo discreta de multimeros de alto peso molecular) HMWM 30%-limite inferior da faixa normal
RHMWM (redugdo de multimeros de alto peso molecular) HMWM 15-30%

GRHMW (grande redugdo de multimeros de alto peso molecular) HMWM <15%

SIHMWM (aumento discreto de multimeros de alto peso molecular) HMWM >limite superior da faixa normal
SILMWM (aumento discreto de multimeros de baixo peso molecular) | LMWM limite superior da faixa normal a 26%
ILMWM (aumento de multimeros de baixo peso molecular) LMWM >26%

QNORM/QNORM com quantidades reduzidas LMWM e HMWM dentro das faixas normais
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107) A repetigdo do teste pode ser necesséria no caso de amostras com multimeros muito altos ou muito
baixos. Fale com um BMS sénior treinado neste ensaio.

108) Quando todos os pacientes forem concluidos, clique na aba "edit curve” [editar curva] e imprima os
relatérios em arquivo PDF por meio do PDF Creator.

109) Isso exportara todos os resultados para uma pasta na area de trabalho (atalho para PDF). Encontre a data
atual e copie (ou envie) para o pendrive.

110) Uma copia JPEG do gel também ¢é salva em imagens. Copie (ou envie) para um pendrive.

111) Certifique-se de que o gel esteja rotulado com a data do teste, cole na planilha e arquive na pasta de resultados.

112) Certifique-se de que os resultados normais de CQ estejam dentro dos limites aceitaveis.

113) Realize e registre a limpeza mensal, conforme necessario.

Tabela 30. Faixa de referéncia de LMWM, IMWM e HMWM para adultos

N Média (%) Faixa em % (IC 95%)
LMWM 51 17,3 11,8-23,6
IMWM 51 33,0 24,6-42,0
HMWM 51 49,9 35,0-58,5

Interpretacédo dos testes de von Willebrand: a DVW ¢é o distdrbio hemorragico hereditario mais comum, com
prevaléncia estimada de até 1%. Apenas 10% desses individuos sdo sintomaticos, e 10% deles comparecem
a hospitais. Uma estimativa conservadora da prevaléncia é de 100 por milhdo de pessoas, com cerca de 80%
delas em paises em desenvolvimento. A DVW é causada por uma deficiéncia quantitativa e/ou qualitativa
da proteina plasmatica FVW. Ao contrario da maioria dos outros fatores de coagulagdo, o FVW funciona na
hemostasia como uma proteina adesiva que se liga a vérios ligantes que sdo componentes criticos do processo
hemostatico. Liga-se ao receptor GPlb das plaquetas e ao colageno subendotelial, promovendo a adesdo
plaquetéria. Também agrega plaquetas ligando-se ao receptor GPllb/Illa. Outra fungdo importante do FVW
é servir como proteina transportadora do FVIII e prevenir a degradagao proteolitica do FVIII. Na auséncia do
FVW, a meia-vida do FVIII é reduzida de 8-12 horas para 2 horas. A DVW pode ser classificada em trés subtipos
principais, de acordo com defeitos quantitativos (DVW tipo 1 e 3) e qualitativos (DVW tipo 2). A DVW tipo 2 é
subdividida em 4 subtipos: 2A, 2B, 2M e 2N. Os fendtipos laboratoriais dos diferentes subtipos estdo resumidos
na Tabela 31.

1) DVW tipo 1: Deficiéncia quantitativa parcial de FVW.
2) DVW tipo 2: Defeito qualitativo. Uma ou mais fungées do FVW s&o anormais, conforme avaliado pelo
ensaio de atividade do FVW (descrito abaixo).

a. DVW tipo 2A: Perda seletiva ou deficiéncia de HMWM. Os maiores multimeros sdo as formas
funcionalmente mais ativas. A perda seletiva desses multimeros provoca diminui¢do da adeséo
plagquetaria dependente de FVW e da capacidade de ligagdo ao colageno.

b. DVW tipo 2B: Maior afinidade do FVW pela GPlb plaquetéria que leva a ligagdo esponténea do
FVW as plaquetas, que é eliminado da circulagéo, causando perda de HMWM e trombocitopenia. O
esfregaco periférico também pode mostrar plaguetas grandes e aglomerados de plaquetas. A DVW
tipo plaquetaria (pseudo DVW) também pode apresentar um fenétipo semelhante.

c. DVW tipo 2M: Diminuigdo da adesdo plaquetaria dependente de FVW sem perda de HMWM.
Distribuicdo normal de multimeros.

d. DVW tipo 2N: Diminui¢do da afinidade de ligagédo do FVW ao FVII.

3) DVW tipo 3: Auséncia total/niveis indetectaveis de FVW, geralmente VWF:Ag <3 Ul/dL.

Variaveis pré-analiticas no diagnéstico de DVW: questdes pré-analiticas podem influenciar significativamente o diagnéstico
de DVW. O FVYW e o FVIII sdo reagentes de fase aguda que podem aumentar apés inflamagéo, trauma, estresse, gravidez
e exercicio, potencialmente mascarando o diagndstico de DVW. A coleta de amostras deve ser evitada nesses momentos,
ou o teste deve ser repetido em um momento diferente, antes de excluir o diagndstico de DVW. Coleta, transporte e
processamento inadequados de amostras (por exemplo, tubos subpreenchidos, amostra ou soro coagulado, atraso no
transporte de amostras, transporte de amostra de sangue total refrigerada ou em gelo e congelamento e descongelamento
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ineficazes ou ciclos repetidos de congelamento e descongelamento) podem comprometer o diagndstico de DVW. As
amostras de FVW devem, idealmente, ser coletadas e processadas no mesmo local para evitar esses erros.

Testes no repertério para diagnéstico de DVW:
Testes de triagem

Histérico de sangramento e ferramenta de avaliagdo de sangramento (BAT): o histérico de sangramento pode ser
considerado o primeiro teste de triagem na avaliagdo de um paciente com sintomas de sangramento. O histérico detalhado
referente a natureza e frequéncia dos sangramentos, combinado com o histérico familiar, pode fornecer pistas importantes
para o diagndstico. Sangramentos mucocuténeos (por exemplo, sangramentos cutaneos, sangramento gengival, epistaxe,
sangramento de pequenas feridas, sangramento Gl e menorragia) sdo o padréo tipico de sangramento observado na DVW.
Hemartrose é rara e geralmente observada apenas na DVW tipo 3, quando o FVIIl estd significativamente reduzido. As novas
diretrizes enfatizam a importancia do histérico de sangramento e do uso de BATs. Existem muitas BATs disponiveis, como
Vicenza, MCMDM-1, Pictorial bleeding assessment chart (PBAC) e Questionario de sangramento infantil. Em 2010, a ISTH
propds uma nova BAT que incluia 14 sintomas de sangramento, cada um classificado de O a 4. A faixa de referéncia para a
BAT da ISTH, obtida a partir de 1040 adultos sadios e 330 criangas, foi <3 para criangas, <4 para homens adultos e <6 para
mulheres adultas. O principal valor clinico da BAT é excluir um distirbio hemorragico. Em um cenério de baixa prevaléncia,
Tosetto et al constataram que uma pontuagdo <3 tinha valor preditivo negativo de 99,2%, o que essencialmente descarta
um distirbio hemorragico. A ISTH recomenda o uso de uma BAT validada para triar pacientes com baixa probabilidade
de DVW (por exemplo, ambiente de atencdo primaria). No entanto, ndo é confidvel usar BAT quando a probabilidade de
DVW é intermediéria (por exemplo, encaminhamento para hematologista) ou alta (por exemplo, parente de primeiro grau

com DVW).

Tempo de sangramento cutaneo (SBT): o SBT é um teste in vivo de hemostasia priméria que foi descrito pela primeira vez
pelo médico francés Milian em 1901 e posteriormente modificado por Duke em 1910. A sensibilidade geral do SBT para
o diagnéstico de DVW é de cerca de 60% (variando de 21% a 72%), mas ele tem sensibilidade muito boa para DVW grave
(100% para DVW tipo 3). Portanto, continua sendo um teste Gtil em um cendrio com recursos limitados para diferenciar
hemofilia A de DVW grave.

Analisador de Fungdo Plaquetaria 200: o Analisador de Fungdo Plaquetaria (PFA100/200, Siemens, Dade Behring,
Alemanha) é um dispositivo projetado para medir a hemostasia primaria em condigdes de alto cisalhamento. Registra
o tempo que o sangue total do paciente leva para formar um tampéo plaquetério estavel na abertura do dispositivo,
ocluindo-o, e é registrado como "tempo de fechamento (CT)". O PFA100/200 demonstrou sensibilidade geral de cerca de
85-90%, com quase 100% de sensibilidade para DVW tipo 3 e tipo 2. A sensibilidade para DVW tipo 1 variou de acordo
com os niveis de FVW. O PFA 100/200 é um instrumento caro, ndo disponivel na maioria dos paises de baixa e média
renda.

TTPA: o TTPA é prolongado apenas em casos graves de DVW quando o FVIII também é reduzido, geralmente na DVW tipo
3, na DVW tipo 2N e em alguns subtipos do tipo 1 e 2, dependendo dos niveis de VWF:Ag.

Ensaios de FVW especificos para diagnéstico de DVW: a classificagdo da DVW requer testes para quantificar a proteina
FVW e testes para avaliar a fungdo do FVW. O FVW liga-se a 1) plaquetas e coldgeno subendotelial para promover a
adesao plaquetaria, 2) plaquetas ativadas para promover agregagao plaquetaria, e 3) FVIII para prevenir sua degradagéo
prematura. Os ensaios funcionais para DVW avaliam uma ou mais dessas fungdes do FVYW. Uma discrepéncia entre o ensaio
funcional e o ensaio de antigeno é sugestiva de defeito qualitativo determinado pelo célculo da razdo entre o ensaio de
atividade e antigeno do FVW. Uma razéo <0,6 ou <0,7 pode ser usada dependendo da preferéncia do laboratério.

Antigeno de Von Willebrand (VWF:Ag): o ensaio mede a quantidade total de proteina FVW presente na amostra, tanto
funcional quanto ndo funcional. A metodologia mais comum utilizada é o LIA automatizado. Métodos baseados em ELISA
e, mais recentemente, CLIA no instrumento HemoslL Acustar também podem ser utilizados.

Ensaios de atividade do FVW dependente de plaquetas ou GP1b: esses ensaios medem especificamente a capacidade do
FVW de se ligar as plaquetas e, portanto, sdo usados para diferenciar entre DVW tipo 1 e DVW tipo 2A/2B/2M.
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1) Ensaio de cofator de ristocetina (VWF:RCo): na auséncia de qualquer tensdo de cisalhamento, a
ristocetina serve de substituto para induzir alteragdes no FVW e causar aglutinagdo de plaquetas-FVW.
O grau de aglutinagéo é proporcional a quantidade de FVW funcional presente no plasma, que pode ser
medida por meio de agregémetro ou pelo aumento da turbidez por métodos automatizados. O ensaio
automatizado de VWF:RCo demonstrou maior precisdo e melhor limite de detecgdo quando comparado
aos métodos baseados em agregometria.

O ensaio de VWF:RCo tem limitagdes significativas. O ensaio apresenta alto CV inter e intralaboratorial, com
potencial de resultados falsamente altos ou falsamente baixos. Além disso, o limite inferior de detecgdo é alto,
geralmente 80-20 Ul/dL, o que representa um problema na identificagdo de variantes do tipo 2 quando os
niveis de VWF:Ag estdo baixos. Certos polimorfismos comumente observados na populagéo africana podem
levar a niveis falsamente baixos de VWF:RCo, mesmo na auséncia de DVW.

2) VWF:GP1R:esse ensaio é semelhante ao VWF:RCo, no qual as plaquetas sdo substituidas por microparticulas
(esferas de latex no LIA [HemoslL] e particulas magnéticas no CLIA [AcuStar]) revestidas com fragmentos
de GP1b recombinante selvagem. O ensaio apresenta CV e limites inferiores de detecgdo mais baixos do
que o ensaio de VWF:RCo original. Sua utilidade clinica na DVW foi demonstrada em varios estudos.

3)  VWF:GP1M: ao contrério de outros ensaios de FVW dependentes de plaquetas, esse ensaio ndo utiliza
ristocetina. As plaquetas sdo substituidas por fragmentos de GP1b recombinante com mutagdes de ganho
de fungéo, aos quais o FVW se liga "espontaneamente". VWF:GP1bM pode ser medido por LIA (ensaio
Siemens Innovance VWF Ac) ou mesmo por alguns métodos ndo comerciais baseados em ELISA. O teste
tem boa reprodutibilidade, baixo limite de detecgdo e fornece informagdes comparaveis aos ensaios de
VWF:RCo e VWF:GP1bR para o diagnéstico de DVW tipo 2.

4) VWF:Ab: esse ensaio baseia-se em anticorpos monoclonais direcionados contra o sitio de ligagdo
plaquetéria (ou seja, GP1b) do FVW. Embora ndo seja um ensaio verdadeiramente funcional, pode ser
considerado um substituto para atividade de ligagdo plaquetaria. Diversos estudos demonstraram a
utilidade do ensaio automatizado de VWF:Ab (HemoslIL Atividade do FVW, IL, Bedford, Massachusetts) na
avaliacdo inicial e subclassificacdo da DVW.

Novas diretrizes recomendam o uso de ensaios mais recentes de atividade do FVW dependente de plaquetas, como
VWF:GP1bR e VWF:GP1bM em vez de VWF:RCo (automatizados ou ndo automatizados).

Ensaio de ligagao ao coldgeno (VWF:CB): o VWF:CB avalia a capacidade do FVW de se ligar ao coldgeno e depende
da presenga de HMWM e de um sitio de ligagdo ao colageno intacto. Pode ser usado como substituto da anélise de
multimeros para diferenciar o tipo 2A do tipo 2M. A relagdo VWF:CB/antigeno é normal no tipo 2M e reduzida no
tipo 2A/2B. O ensaio de VWF:CB demonstrou ser mais eficaz na distingdo entre DVW tipo 1 e tipo 2 (exceto 2M) do
que o ensaio de VWF:RCo. Pode ser usado para distinguir DVW tipo 1 grave do tipo 3 devido ao seu melhor limite
de detecgao. VWF:CB pode ser medido por vérios ensaios ELISA comerciais e ndo comerciais e, mais recentemente,
pelo método CLIA.

Aglutinacao plaquetéria induzida por ristocetina (RIPA): a resposta de aglutinagdo a ristocetina em doses normais
(>1 mg/mL) e baixas (<1 mg/mL) é um dos testes utilizados no diagndstico de DVW. Embora resposta ausente possa
ser observada nos subtipos de DVW tipo 3 e grave, sua principal utilidade é na identificagdo de DVW tipo 2B e
plaquetaria, em que resposta é observada mesmo com baixas doses de ristocetina. A diferenciagdo entre DVW tipo
2B e plaquetaria pode ser feita por meio de testes de desafio com crioprecipitado ou de mistura com plasma normal
e/ou plaquetas de controle. Se disponiveis, testes genéticos devem ser utilizados.

Ensaio de ligagao ao FVIII: esse teste avalia a capacidade do FVW de se ligar ao FVIIl. O ensaio de VWF:FVIIIB
reduzido e a relagdo VWF:FVIIIB/VWF:Ag reduzida sugerem a presenga de DVW tipo 2N.

Anélise de multimeros: a avaliagdo de multimeros do FVW é um teste estabelecido na avaliagdo de DVW,
principalmente para diferenciar entre o tipo 2A e o tipo 2M. Porém, o teste é muito trabalhoso, tecnicamente
exigente e estd desaparecendo rapidamente da maioria dos laboratérios.
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Ensaio de desmopressina: Vicenza tipo 1C é um subtipo de DVW tipo 1 associado ao aumento do clearance de FVW.
Esses pacientes apresentam uma resposta exagerada a desmopressina, mas com expectativa de vida mais curta.

Nivel acima do normal da relagédo propeptideo do FVW/VWF:Ag também é observado nesses pacientes.

Tabela 31. Fendtipo laboratorial de diferentes subtipos de DVW
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DVW reduzido ou | reduzido reduzido reduzido normal normal normal normal reduzido ou Niveis de FVW <30 Ul/dL
tipo 1 normal normal ou niveis de FVW 30-50
Ul/dL com sangramento
anormal sdo considerados
DVW tipo 1, de acordo
com as novas diretrizes.
Alternativamente, niveis de
FVW 30-50 Ul/dL podem
ser classificados como
FVW baixo com risco leve
de sangramento.
DVW reduzido ou | reduzido ou | reduzido reduzido normal reduzido | reduzido Perda de Geralmente Os tipos 2A e 2B
tipo 2A [ normal normal multimeros reduzido podem ser distinguidos
altos a por RIPA.
intermediarios
DVW reduzido ou | reduzido ou | reduzido reduzido normal reduzido reduzido Perda de Resposta Tipo 2B vs. plaquetario
tipo 2B | normal normal multimeros | observada com | distinguidos por estudos
de HMW ristocetina em | de mistura com RIPA ou
baixas doses testes genéticos
DVW reduzido ou | reduzido ou | reduzido reduzido normal reduzido Geralmente | normal reduzido ou DVW tipo 2M com
tipo 2M | normal normal normal normal defeito na ligagdo ao
colageno pode ter
relacdo VWF:CBA/ag
reduzida
DVW reduzido Geralmente | Geralmente | Geralmente | reduzido normal normal normal normal Fenoétipo semelhante
tipo 2N | (relagdo FVIII/ | normal* normal* normal* Relacio a hemofilia A leve/
VWEF:A
| g VWE: FVIIIB/ mocfieradj ou portador,
eralmente . nfirm m ensai
g Ag reduzida confirmado com ensaio
<0,7) de VWF:FVIIIB ou teste
(<0,7) .
genético
DVW reduzido, Acentuadamente | Acentua- Acentua- NA NA NA Ausente Resposta As razbes atividade/
tipo 3 geralmente reduzido damente damente ausente que antigeno do FVW néo
1-10 Ul/dL <2 UI/dL reduzido reduzido corrige com devem ser calculadas
a adicdo de
crioprecipitado

*Ensaios de FVW dependentes de plaquetas incluem VWF:RCo, VWF:GP1M, VWF:GP1R ou VWF:Ab.

#Ensaios de VWF:Ag ou de atividade podem ser reduzidos na DVW tipo 2N, quando observados em um estado
heterozigoto composto com mutagdes nulas/quantitativas de FVW associadas.

$ Para determinar um defeito qualitativo, calcula-se a razdo entre o ensaio de atividade e o ensaio de antigeno do
FVW. Uma razdo menor que 0,6 ou 0,7 pode ser usada (dependendo da preferéncia do laboratério) para classificar
a DVW tipo 2.
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Diagnéstico de Doenca de Von Willebrand no Cenério de Poucos Recursos: a DVW é o distirbio hemorragico
hereditario mais comum, com prevaléncia estimada de 1%. Uma estimativa conservadora de prevaléncia é de 100
por milhdo de pessoas, com cerca de 80% delas no mundo em desenvolvimento. Apenas 2,6% do total de casos de
DVW relatados sdo provenientes do Sul da Asia e da Africa Subsaariana, embora contribuam com aproximadamente
40% da populagdo total em todo o mundo. A DVW é dividida em trés subtipos principais. A DVW tipo 3 é causada por
deficiéncia quantitativa grave de FVW devido a niveis indetectaveis de FVW. A DVW tipo 1 é causada por deficiéncia
quantitativa parcial. A DVW tipo 2 é uma deficiéncia qualitativa e é subdividida em quatro tipos - 2A, 2B, 2M e 2N.
Ha uma grande disparidade na distribuigcdo dos subtipos de DVW em diferentes partes do mundo. Na maioria dos
paises de renda alta e média-alta (HIC e UMIC), o tipo 1 é o subtipo mais comum (60-80%), seguido pelo tipo 2. A
DVW tipo 3 é rara e geralmente constitui menos de 5% dos casos. Em contraposicédo, a frequéncia da DVW tipo 3
é maior em muitos paises de renda baixa e média-baixa (LIC e LMIC), chegando a 64% em algumas partes, o que
estd bem resumido em um artigo de revisdo de Favaloro et al. Essa diferenga marcante no padréo de distribuicao
pode ser atribuida ao fato de que a maioria dos dados dos paises LMIC é de registros hospitalares onde apenas os
pacientes mais graves podem comparecer, e os mais leves ndo sdo detectados. Outro fator contribuinte é o aumento
da consanguinidade e dos casamentos em pequenas comunidades, o que aumenta a incidéncia da DVW tipo 3, uma
doenga hereditéria autossémica recessiva. H4 uma subnotificagdo consideravel de DVW, particularmente em paises
LIC e LMIC. Stonebraker et al relataram que a prevaléncia média de DVW em paises HIC, UMIC, LMIC e LIC foi de
60,3, 12,6, 2,5 e 1,1 por milhdo, respectivamente, o que foi significativamente diferente em relagéo a classificagdo
de renda, frequentemente <1 por milhdo em muitos paises LIC. No entanto, a variabilidade na prevaléncia de DVW
tipo 3 € menos acentuada, o que sugere que pacientes com DVW tipo 3 foram diagnosticados com mais frequéncia
do que outros subtipos nesses paises.

Obstaculos no diagndstico de DVW no cenério de poucos recursos

Baixa prioridade para cuidados de satide e distirbios hemorragicos: os cuidados de satide recebem baixa prioridade,
social e politicamente, na maioria dos paises em desenvolvimento, onde apenas 1% a 2% do produto interno bruto
¢ destinado a salde. Desse orgamento limitado, questdes mais urgentes de importancia para a satide publica, como
doengas infecciosas, mortalidade infantil e materna e desnutrigdo, tém precedéncia sobre condi¢des relativamente
mais raras, como distdrbios hemorragicos hereditarios, incluindo DVW.

Acesso precario a rede de satde e altos custos com assisténcia médica: em muitos paises em desenvolvimento,
a infraestrutura de satide é mal desenvolvida, com poucos hospitais que nao sao facilmente acessiveis a todos. Esse
pode ser o motivo da maior incidéncia de DVW grave em paises em desenvolvimento, onde apenas os pacientes
com sangramento mais grave comparecem ao hospital. O alto custo dos exames, a incapacidade de arcar com
as despesas de deslocamento envolvidas, a necessidade de interromper o emprego para realizar os exames e a
cobertura minima do seguro satide contribuem para o subdiagndstico de casos leves de DVW.

Indisponibilidade de reagentes para FVW e falta de infraestrutura laboratorial: as novas diretrizes para DVW de 2021
sugerem o uso de ensaios de atividade dependentes de plaquetas mais recentes, como VWF:GP1R e VWF:GP1M,
para o diagnostico de DVW. Entretanto, esses kits de ensaio ndo estdo disponiveis ou ndo sdo utilizados na maioria
dos paises LMIC e LIC. Outros problemas, como atraso no fornecimento de reagentes, manutengéo inadequada
das condigdes de transporte, baixo indice de encaminhamento de amostras, baixa validade dos reagentes e menor
numero de centros de encaminhamento, também contribuem para a escassez de instalagdes de testes de DVW.

Superando os obstaculos no diagnéstico de DVW no cenério de poucos recursos

Melhorar a identificagdo de casos de DVW por meio de BATs e testes de triagem baratos e de facil acesso: os testes
de triagem para DVW incluem tempo de sangramento cuténeo (SBT) e tempo de fechamento no Analisador de Fungao
Plaquetéria (PFA-200). Em nosso centro, analisamos uma grande coorte de pacientes (n = 444) com FVW reduzido <50
Ul/dL entre pacientes avaliados por suspeita de distirbio hemorragico durante um periodo de 7 anos, de janeiro de
2012 a margo de 2019. A maioria dos pacientes apresentava fenétipo tipo 3 (48,3%), em conformidade com outros
estudos publicados na fndia. Os pacientes também foram subclassificados de acordo com a gravidade, com base nos
niveis de VWF:RCo, como graves (<10%), moderados (10-30%) e leves (>30%), de acordo com a classificagdo proposta
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por Federici et al. (2014). A sensibilidade geral do SBT e do PFA-200 foi de 72% e 95%, conforme mostrado na Figura
19. E importante ressaltar que o SBT teve sensibilidade de 100% na identificagdo de DVW tipo 3 e sensibilidade muito
alta de 92% na DVW grave, que inclufa casos graves de tipo 1 e tipo 2. O SBT foi comparéavel ao PFA-200 nessas duas
categorias. De modo geral, pontuagdo anormal de BAT da ISTH foi observada em 75% dos casos de DVW.

Desde o advento do PFA-200 em 1995, inimeras publicagdes corroboram seu uso para diagndstico e monitoramento da
DVW, e ele substituiu o tempo de sangramento como teste de triagem para DVW na maioria dos paises desenvolvidos.
Todas as diretrizes também desencorajam o uso de SBT na investigacdo diagndstica de DVW. A sensibilidade do SBT e do
PFA-100/200 é semelhante para disturbios da fungdo plaquetéria e para DVW grave. Embora o PFA-100/200 tenha boa
sensibilidade para DVW, é um instrumento caro que a maioria dos laboratérios em paises em desenvolvimento ndo pode
usar e, portanto, ndo pode substituir o SBT nesse cenéario. A maioria dos casos de DVW em paises LIC e LMIC apresenta
DVW grave, cujo diagnéstico é frequentemente ignorado ou os individuos sdo diagnosticados erroneamente com hemofilia
A. Em cenérios com recursos limitados, onde a infraestrutura laboratorial, as instalagdes e a disponibilidade de reagentes
sdo limitadas, o tempo de sangramento é um teste de triagem com boa relagdo custo-beneficio para identificar DVW
grave em pacientes com histérico familiar/histérico de sangramento significativo. Possiveis casos devem ser preferivelmente
identificados por meio de BAT, como a BAT da ISTH. E importante observar que o SBT deve ser usado apenas em pacientes
com suspeita de disturbio hemorragico e ndo como teste de triagem pré-operatério ou para avaliar a resposta a medicamentos
antiplaquetarios. Além disso, casos mais leves de DVW podem apresentar SBT normal e passar despercebidos.
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Figura 19. Sensibilidade geral do SBT e do PFA-200

Abordagem custo-efetiva para realizar ensaios de FVW: uma das principais desvantagens na realizagéo de testes de DVW é
que a maioria dos kits comerciais é cara e ndo acessivel para a maior parte dos laboratérios em paises LIC e LMIC. No entanto,
muitos dos testes para DVW, como antigeno do FVW, ensaio de ligagdo ao coldgeno e ensaios de ligagdo ao FVIII, também
podem ser realizados por métodos internos manuais baseados em ELISA, o que reduz consideravelmente o custo. O uso de
um painel minimalista composto por SBT, TTPA, FVIIl, VWF:Ag e VWF:CBA pode identificar a maioria dos subtipos de DVW
(exceto DVW tipo 2M) e um diagndstico provisério de DVW pode ser feito com razoavel confianga. O diagndstico de tipo 2M
requer um ensaio de atividade dependente de plaquetas, como o ensaio de cofator de ristocetina, e pode ser omitido pelo
uso isolado desse painel.

O ensaio manual de cofator de ristocetina por agregometria é um teste muito trabalhoso e demorado, com falhas, alto CV
e um limite de detecgdo muito alto. A automagao do VWF:RCo melhorou significativamente seu CV e seu limite inferior de
deteccdo. Outra vantagem da automag&o € o uso de volumes menores de amostras e reagentes (a ristocetina é um reagente
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caro), o que reduz o custo por teste. Contudo, o uso continuo desse teste requer encaminhamentos de pacientes e pedidos
de testes suficientes. Poucos estudos foram publicados sobre o uso de métodos baseados em ELISA ndo comerciais para
VWF:GP1bR e VWF:GP1bM, que também sdo opgdes que podem ser exploradas. No entanto, isso requer conhecimento
técnico, disponibilidade de reagentes e pessoal motivado.

Como os testes manuais podem estar associados a erros, é necessério seguir medidas rigorosas de controle de qualidade,
como executar testes em duplicata ou triplicata em execugdes de ELISA, analisar amostras normais (PNP) e anormais em
paralelo a cada execugdo e participar de programa de EQAS para garantir a exatiddo dos resultados.

Recentemente, o National Institute of Immunohematology (NIIH) [Instituto Nacional de Imuno-hematologia] do Indian Council
of Mediical Research (ICMR) [Conselho Indiano de Pesquisa Médica], em Mumbai, desenvolveu um dispositivo portétil baseado
em cartdo para o diagndstico de DVW grave e hemofilia grave/moderada com niveis de FVIIl e FVW menores que 5 Ul/dL.
Trata-se de um teste rapido e custo-efetivo que pode ser utilizado em areas de abrangéncia para o diagnéstico provisério de
hemofilia A grave/moderada e DVW tipo 3. Atualmente, o dispositivo aguarda estudos de validagéo antes de ser comercializado.

Conclusgo: estima-se que 80% dos casos de DVW sejam provenientes de paises em desenvolvimento. Em muitos paises LIC
e LMIC, mais de 99% dos casos de DVW né&o séo identificados e/ou notificados. Diretrizes aplicaveis ao restante do mundo
podem ndo ser apropriadas nesse contexto em razdo da falta de reagentes, centros de treinamento e infraestrutura laboratorial.
O primeiro passo para melhorar a notificagéo de casos é aumentar o conhecimento sobre o uso de ferramentas simples, desde o
uso de BATs para identificar pacientes com possiveis distirbios hemorragicos até a triagem de pacientes suspeitos por meio de
testes facilmente disponiveis, como SBT e TTPA. Testes adicionais podem ser realizados com o uso de testes de antigeno do FVW
baseado em ELISA e/ou de CBA, ou encaminhados a um centro tercidrio para testes mais especializados, sempre que possivel.
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