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RESUMO

A dosagem da atividade do Fator von Willebrand (VWF) tem sido um grande desafio,
o que tem impacto na classificagao correta da Doenga de von Willebrand (DvW) e,
consequentemente, no manejo e tratamento. Nas novas diretrizes da ISTH 2021
para diagnostico de DvW ha recomendagdo do uso de ensaios mais recentes
(automatizados) para medir a atividade do VWF, em substituicdo ao ensaio do
Cofator de Ristocetina (VWF:RCo), semi-automatizado. Nesse contexto, surge o kit
INNOVANCE VWF Ac, totalmente automatizado, com potencialidade de inovacao e
adequacao as novas recomendagdes e necessidades impostas para investigacéo e
acompanhamento de pacientes com DvW. Assim, o objetivo do presente estudo foi
comparar o desempenho analitico do kit INNOVANCE VWF Ac (método
automatizado), em relaggo ao VWF:RCo (método semi-automatizado). Foram
utilizadas 104 amostras de plasma de pacientes com DvW, além de 20 amostras de
doadores de sangue aptos (controles), provenientes da Fundagdo Hemominas,
Brasil. Dados dos participantes foram obtidos, tais como sexo, idade, raga e grupo
sanguineo ABO. Os métodos utilizados para dosagem do VWF foram VWF:RCo por
agregometria, Kit INNOVANCE VWF Ac e Fator de von Willebrand Antigeno
(VWF:Ag), ambos por turbidimetria. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Fundacdo Hemominas. A correlacdo de Spearman revelou uma forte associacao
entre os métodos INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo (r=0,944; p<0,05). Os métodos
INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo demonstraram excelente concordancia analitica
(ICC = 0,953; IC95% = 0,900-0,974). O INNOVANCE VWF Ac apresentou mediana
de atividade funcional significativamente superior (71,15% vs. 64,00%; p < 0,0001) e
razao atividade/VWF:Ag proxima de 1, sugerindo melhor correspondéncia com a
concentragdo antigénica. A reprodutibilidade do INNOVANCE VWEF Ac foi superior,
com menores coeficientes de variagcdo nos controles normal (1,94%) e patolégico
(4,67%) em comparacédo ao VWF:RCo (9,54% e 12,66%, respectivamente). Os
resultados sustentam a adog¢do do ponto de corte da razdo INNOVANCE VWF
Ac/VWF:Ag igual a 0,7, por conferir maior especificidade diagndstica e reforcar a
superioridade analitica do método automatizado. Portanto, justifica-se a substituicdo

do método convencionalmente utilizado por um sistema moderno e automatizado.



Palavras chaves: doenga de von Willebrand; fator de von Willebrand; diagnéstico
laboratorial; cofator de ristocetina; INNOVANCE VWF Ac.

ABSTRACT

The measurement of von Willebrand Factor (VWF) activity has been a major
challenge, impacting the correct classification of von Willebrand Disease (VWD) and,
consequently, its management and treatment. The new 2021 ISTH guidelines for the
diagnosis of VWD recommend the use of newer (automated) assays to measure
VWEF activity, replacing the semi-automated Ristocetin Cofactor (VWF:RCo) assay. In
this context, the fully automated INNOVANCE VWF Ac kit emerges, with the potential
for innovation and adaptation to the new recommendations and requirements
imposed for the investigation and monitoring of patients with vVWD. Therefore, the
objective of this study was to compare the analytical performance of the
INNOVANCE VWF Ac kit (automated method) with that of VWF:RCo (semi-
automated method). A total of 104 plasma samples from patients with vWD were
used, in addition to 20 samples from eligible blood donors (controls) from the
Hemominas Foundation, Brazil. Participant data, including sex, age, race, and ABO
blood group, were obtained. The methods used to measure VWF were VWF:RCo by
aggregometry, INNOVANCE VWF Ac Kit, and von Willebrand Factor Antigen
(VWF:Ag), both by turbidimetry. The study was approved by the Ethics Committee of
the Hemominas Foundation. Spearman's correlation revealed a strong association
between the INNOVANCE VWF Ac and VWF:RCo methods (r=0.944; p<0.05). The
INNOVANCE VWF Ac and VWF:RCo methods demonstrated excellent analytical
agreement (ICC = 0.953; 95% CI = 0.900-0.974). INNOVANCE VWF Ac showed a
significantly higher median functional activity (71.15% vs. 64.00%; p < 0.0001) and
an activity/VWF:Ag ratio close to 1, suggesting better correspondence with antigen
concentration. INNOVANCE VWF Ac reproducibility was superior, with lower
coefficients of variation in normal (1.94%) and pathological (4.67%) controls
compared to VWF:RCo (9.54% and 12.66%, respectively). The results support the
adoption of the INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag ratio cutoff point of 0.7, as it confers
greater diagnostic specificity and reinforces the analytical superiority of the
automated method. Therefore, replacing the conventionally used method by a

modern and automated system is justified.



Keywords: von Willebrand disease; von Willebrand factor; laboratory diagnosis;
ristocetin cofactor; INNOVANCE VWF Ac.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A Doencga de von Willebrand (DvW), uma disfungdo da hemostasia causada por
deficiéncia quantitativa ou qualitativa do fator de von Willebrand, é o disturbio
hemorragico hereditario mais comum (FAVALORO e PASALIC, 2023). Estudos
relatam que aproximadamente 1% da populacdo pode ter niveis reduzidos do fator
von Willebrand, mas apenas 0,1% apresenta sintomas clinicos de sangramento
(BOWMAN et al., 2010). De acordo com o relatorio Annual Global Survey 2023 da
Federagcdo Mundial de Hemofilia, até o ano de referéncia foram registrados 101.128
individuos diagnosticados com DvW em todo o mundo, dos quais 11.370 estdo

localizados no Brasil.

Entre os sintomas mais comuns estdo sangramentos mucocutaneos como epistaxes
(sangramentos nasais), sangramentos gengivais, menorragia (sangramento
menstrual excessivo) e sangramento prolongado apds procedimentos dentarios ou
cirargicos. Em casos graves, sangramentos articulares semelhantes aos da hemofilia
podem ocorrer, especialmente na doenga de von Willebrand tipo 3 (LAK et al., 2000;
FOQOD et al., 2010).

A DvW foi primeiramente descrita em 1926 pelo médico finlandés Dr. Erik von
Willebrand, que documentou o caso de uma familia oriunda das ilhas costeiras da
Finlandia, o qual observou que homens e mulheres eram afetados pela doenca
diferentemente da hemofilia, que tende a afetar principalmente homens. Essa
observacao levou a ideia de que a DvW tinha um padrao hereditario diferente da
hemofilia, cujo disturbio foi, a principio, chamado de "pseudo-hemofilia" (FEDERIC et
al., 2006). A doenga segue um padrao de heranga autossOmica dominante
(predominante) ou recessiva, nao relacionado aos cromossomos ligados ao sexo
(FOGARTY et al., 2020)

O fator de von Willebrand (VWF) é uma glicoproteina composta por diversas
subunidades, formando uma estrutura multimérica e é sintetizado nas células
endoteliais e nos megacariocitos. Apos a sintese, o VWF é armazenado em
compartimentos especializados chamados corpos de Weibel-Palade nas células
endoteliais e granulos alfa nos megacariocitos. Multimeros de diversos tamanhos
sao formados e os de alto peso molecular sdo os mais ativos hemostaticamente. Ha

varios dominios funcionais no VWF e cada um desses dominios interage com
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componentes especificos, como o colageno nos dominios A1 e A3, o FVIII nos
dominios D’ e D3 e as plaquetas por meio da glicoproteina GP1b no dominio A1
(SADLER et al., 2006) (Figura 1).

Figura 1. Representacdo esquematica do VWF, destacando sua organizagao
multimérica, dominios funcionais e principais sitios de interagdo, incluindo ligagbes

ao colageno, FVIII, plaquetas e o local de clivagem pela enzima ADAMTS13.
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Fonte: DE MEYER et al., 2012.

O fator de von Willebrand (VWF) exerce um papel essencial na hemostasia, atuando
tanto na adesao plaquetaria quanto na estabilizacdo da coagulacéo. A participagao
do VWF nos dois modelos da coagulagdo é descrita conforme segue. No modelo
classico da coagulagéo, tradicionalmente utilizado para fins didaticos, o VWF
participa da hemostasia primaria ao mediar a adesdo das plaquetas ao colageno
subendotelial no local da lesdo vascular, formando uma ponte crucial para a
iniciacdo do processo hemostatico. Além disso, na hemostasia secundaria, o VWF
desempenha um papel fundamental na estabilizacdo do fator VII (FVIII),
prolongando sua meia-vida e favorecendo sua participagdo na cascata de
coagulagao para a geracéo do coagulo de fibrina (SADLER et al., 2006).

No modelo celular (modelo atual), que representa de forma mais dinamica e
fisiologica a coagulagdo, o VWF mantém sua func&o central ao conectar a adesé&o

plaquetaria a geracdo de trombina. Ele facilita a ancoragem das plaquetas ao sitio
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da lesdo e garante a disponibilidade do FVIIl na superficie plaquetaria ativada,
promovendo a amplificacdo da resposta hemostatica. Esse mecanismo potencializa
a propagacao da coagulagdo e a producgao eficiente de trombina, assegurando a
formacao de um coagulo estavel e funcional (FERREIRA et al., 2010). Dessa forma,
o VWF é um componente-chave na interacdo entre as células e os fatores
plasmaticos, regulando a resposta hemostatica de maneira coordenada.

O diagndstico da doenga de von Willebrand (DvW) baseia-se em uma combinagao
de historico clinico de sangramentos, historico familiar e resultados laboratoriais que
evidenciam anomalias no VWF e no FVIII. A avaliagdo clinica inicia-se com um
levantamento detalhado dos sintomas hemorragicos do paciente e de seus
familiares, sendo que a classificagcdo da gravidade desses sintomas tem se
aprimorado com o uso de ferramentas de avaliagdo do sangramento baseadas em
questionarios estruturados, como o Bleeding Assessment Tool (BAT), endossadas
pela Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia (ISTH). No entanto, essas
ferramentas possuem limitagbes diagndsticas, especialmente em criangas, devido a
sua dependéncia da idade e da exposicado anterior a desafios hemostaticos, o que
pode comprometer sua precisdo. O diagnostico laboratorial da DvW inicial envolve a
medi¢cao do antigeno do VWF, da atividade do VWF, e da atividade coagulante do
FVIII. Testes adicionais como ligagao do VWF ao colageno (VWF:CB), dosagem de
multimeros e testes genéticos podem ser necessarios para ajudar na classificagao
da doenca (LEEBEEK; EIKENBOOM, 2016).

A DvW ¢ classificada em trés tipos principais com base nas caracteristicas
quantitativas e qualitativas do VWF, cada um associado a mecanismos e gravidades
distintas. O Tipo 1, responsavel por cerca de 70-80% dos casos, é caracterizado por
uma redugao parcial na quantidade de VWEF funcional no plasma, geralmente
levando a sintomas leves a moderados de sangramento, como epistaxes frequentes,
hematomas e sangramentos prolongados apos lesdes ou cirurgias. O Tipo 2, que
corresponde a cerca de 20-25% dos casos, apresenta anomalias qualitativas do
VWF e é subdividido em quatro variantes: 2A, quando ha uma perda de multimeros
de alto peso molecular, fundamentais para a adesao plaquetaria; 2B, caracterizado
por uma afinidade aumentada do VWF pelas plaquetas, resultando em
trombocitopenia induzida; 2M, relacionado a um defeito funcional no VWF sem perda

de multimeros; e 2N, associado a uma ligagao reduzida entre o VWF e o FVIII,
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levando a baixos niveis plasmaticos deste ultimo e sintomas que podem se
assemelhar a hemofilia A leve. Ja o Tipo 3, a forma mais rara e grave, € marcado
pela auséncia quase completa de VWF no plasma e nas plaquetas, causando
manifestagcbes hemorragicas graves, como hemorragias espontaneas em
articulagdes e tecidos moles. Essa classificagdo € essencial para um diagnostico
preciso e para a escolha do tratamento adequado, o que implica na disponibilidade e
utilizacado de testes laboratoriais detalhados que avaliem a concentracao, estrutura e
funcionalidade do VWF (SADLER et al., 2006; LEEBEEK; EIKENBOOM, 2016)
(Figuras 2, 3 e 4 e Tabela 1).

Figura 2. Fisiopatologia da doenga de von Willebrand — defeitos quantitativos
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Fonte: Adaptado de Seidizadeh, O et al.,2024.

Figura 3. Fisiopatologia da doencga de von Willebrand — defeitos qualitativos

Normal VWF Type2A Type 28
« VWF binds platelet to the subendothelium collagen  « Markedly decreased VWF-platelet interaction due « Markedly increased affinity of VW for platelet GPib
= VWF carries FVII| and delivers it to the site of injury to the loss of large and intermediate VWF multimers =+ Loss of large VWF multimers
« Reduced VWF:Activity levels « Reduced VWF:Activity levels
Increased susceptibilit - Lossoflarge VWF &
. Defecgr multimers in plasma ¥
Active el i meﬁ;\]on /' butnotin platelets 4 b
plasma VWF —‘\ - Adtive ) ey 4 (=
platelet e
FX FXa N N
C =
P -
\ 52 222 2 pr=3 gt A pr=} at
subendothelial .
collagen Subendothelial VWF
Type 2M Type 2M Type 2N
+ Markedly decreased affinity of VWF for platelet GPIb  » Markedly decreased affinity of VWF for collagen « Markedly decreased affinity of VWF for FVIIl
» Normal VWF multimers « Normal VWF multimers « Normal VWF multimers
« Reduced VWF:Activity levels * Reduced VWF:CB levels * Reduced FVIII:C levels
| X Y Free FVIIl with a short half-life
3 /1) 3
Y ) FvIll
“ e 5 £ I,
2 % S
ke ke '\
=4 a2 P =) P ) a3 a2 )

Fonte: Seidizadeh, O et al.,2024.



18

Tabela 1. Caracteristicas Clinicas, Laboratoriais e Padrées de Heranca dos Tipos de Doenca de von Willebrand

Tipo Definigdo H mﬂwm____.ﬂmm..w_ 5 Mhmm__ﬂﬂwzﬂm Achados Laboratoriais
. Diminuicio proporcional do VWF:Ag, VWF:RCo (ou
1 AutossGmica
._._nwa Redugao quantitativa parcial do VWF. i Leve a moderada VWF:GPIbM) e FVIII. Relagdo VWE:RCo/VWF:Ag
(=75%) geralmente normal (>0,7).

Tipo 2A Reducao qualitativa com deficiéncia de
(10 a 20%) Multimeros de alto peso molecular.

] Aumento da afinidade do VWF para GPlb,
Tipo 2B c5ysando remog&o de multimeros de alto

(=5%)  peso molecular.
Alteragdo qualitativa com reducéo da
Tipo 2M interagdo com GPlb, mas com multimeros
normais.
: Diminuigédo da afinidade do VWF para o
TIPO 2N otor VL.
“Tipo3  Deficiéncia quase total de VWF.
(incomum)

. Deficiéncia adquirida de VWF, geralmente
Adquirida associada a condigoes como doengas
(incomum) zytoimunes ou neoplasias.

Autossbdmica
dominante*®

Autossodmica
dominante

Autossodmica
dominante*

Autossodmica
recessiva

Autossbdmica
recessiva

Nao hereditaria

Leve a moderada

Leve a moderada (mais
trombocitopenia).

Leve a moderada

Sangramento semelhante
a hemofilia A

Grave (sangramento
grave e espontaneo)

Variavel, dependendo da
causa subjacente

VWEF:Ag normal ou levemente diminuido, VWF:RCo
mais reduzido. Relagdao VWF:RCo/NVWF:Ag baixa (<0,7).

VWEF:Ag normal ou levemente diminuido, VIWF:RCo
muito reduzido. Relagdo VWF:RCo/VWF:Ag baixa
(<0,7). Multimeros anormais.

VWEF:Ag normal ou levemente diminuido, VIWF:RCo
mais reduzido. Relagdo VWF:RCo/NVWF:Ag baixa (<0,7).
Multimeros normais.

VWEF:Ag normal, VIWWF:RCo normal ou levemente
reduzido, FVIII muito reduzido. Relagao FVIIIIVWF:Ag
baixa.

VWEF:Ag e VWF:RCo indetectaveis ou muito baixos.
FVIII muito reduzido (<10%).

Resultados laboratoriais similares aos tipos 1 ou 2,
dependendo da apresentacao.

Fonte: (SADLER et al, 2006; JAMES et al, 2021)
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Figura 4. Algoritmo proposto para o diagndstico da doenca de von Willebrand
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O tratamento da DvW é adaptado ao tipo e a gravidade da doencga, considerando
manifestagdes clinicas especificas. Para o Tipo 1, que geralmente é leve, o uso de
desmopressina (DDAVP) é eficaz na maioria dos casos, pois estimula a liberagao de
VWF armazenado no endotélio; entretanto, sua eficacia deve ser avaliada
individualmente. No Tipo 2, o manejo depende do subtipo: enquanto o DDAVP pode
ser util em alguns casos de 2A e 2M, é contraindicado no subtipo 2B, onde pode
exacerbar a trombocitopenia; nesses casos, 0 uso de concentrados de fatores de
coagulacdo contendo VWF e FVIII é preferido. Para o subtipo 2N, devido a
deficiéncia de ligagcédo ao FVIII, reposigao de concentrados ricos em VWF também é
necessaria. O Tipo 3, a forma mais grave da DvW, exige reposigdes frequentes de
concentrados de VWF/FVIII para controle de sangramentos e prevencédo de
complicagdes hemorragicas, especialmente em cirurgias. Além desses tratamentos,
ha tratamentos adjuvantes, como antifibrinoliticos (acido tranexdmico ou acido ¢-
aminocaproico), s&o uteis para reduzir sangramentos mucosos. O manejo deve ser
individualizado, baseado em testes laboratoriais e resposta terapéutica (SADLER et
al., 2006; LEEBEEK; EIKENBOOM, 2016).
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O DDAVP é um analogo sintético da vasopressina que exerce sua agao por meio de
receptores especificos localizados nos rins e nas células endoteliais dos vasos
sanguineos. No ambito hematoldgico, sua principal relevancia esta relacionada ao
efeito sobre as células endoteliais. O DDAVP promove a liberacdo de estoques pré-
formados do VWF, armazenados nos corpos de Weibel-Palade dessas células.
Como resultado, ocorre um aumento transitorio dos niveis plasmaticos de VWF.
Devido a essa propriedade, o DDAVP é amplamente utilizado como agente
terapéutico na modulacdo dos niveis de VWF, sendo especialmente eficaz no

manejo de disturbios hemorragicos leves.

A responsividade ao DDAVP (teste de DDAVP) é amplamente avaliada pelo
aumento significativo dos niveis plasmaticos de FVIIl e do VWF:Ag. Segundo
estudos classicos, um individuo € considerado responsivo quando, uma hora apds a
infusdo, os niveis plasmaticos de FVIII e VWF:Ag atingem, no minimo, duas a trés
vezes 0s valores basais, desde que ambos ultrapassem 30% dos niveis normais
(LEISSINGER et al., 2013; WEYAND e FLOOD, 2021).

De forma geral, pacientes com DvW que respondem ao DDAVP apresentam
elevagdo concomitante dos niveis de VWF:Ag e da atividade funcional medida
VWF:RCo (FEDERICI; CASTAMAN; MANNUCCI, 2002).

Na DvW tipo 1C (Vicenza), observa-se um padrdo caracteristico de rapida
depuracdo do VWF. Para o teste usa-se colher o sangue antes de administrar
DDAVP, 1 horas apds e 4 horas apds administrar. Estudos indicam que essa
variante € marcada por um decréscimo superior a 30% nos niveis plasmaticos de
VWF em relacéo ao pico alcangado uma hora apds a infusdo de DDAVP, o que esta
relacionado a alta taxa de depuracao do VWF devido a mutagdes especificas no
gene VWF (JAMES et al, 2021). Esse comportamento pode comprometer a eficacia
do DDAVP como terapéutica isolada em eventos hemorragicos, demandando o uso
de concentrados de VWF em cenarios clinicos criticos.

Uma ampla gama de niveis de VWF pode ser observada na populagdo em geral e
existem varios genes que afetam os niveis desse fator, com a maior influéncia
genética proveniente do gene do grupo sanguineo ABO. Individuos com grupo
sanguineo “O” tém o nivel do VWF 20 a 30% mais baixo do que individuos com
outro grupo sanguineo nao “O” (O'DONNELL et al., 2002; MURRAY et al., 2019;
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WARD et al., 2020). Outro fator influenciador € que os niveis de VWF aumentam
com a idade (MOHAMMED e FAVALORO, 2017; FOGARTY et al., 2020), o que
pode complicar o diagndstico de DvW em pacientes mais idosos. Individuos que
foram diagnosticados na juventude podem apresentar niveis normais de VWF na
terceira idade, o que levanta questdes sobre a continuidade do diagndstico e a
necessidade de acompanhamento individualizado ao longo da vida (JAMES et al,
2021).

Uma fragdo substancial da variagdo no VWF n&o é herdada e esta relacionada a
atividade inflamatoéria. Os niveis de VWF mostram um rapido e forte aumento
consequente a reagao de fase aguda de processos inflamatdrios, o que dificulta a
deteccdo da DvW leve na presenca de estresse ou inflamagdao (CASTAMAN e
LINARI, 2021).

Adicionalmente, niveis plasmaticos cronicamente elevados de VWF, frequentemente
resultantes de ativagcdo ou disfuncdo endotelial, estdo associados a doencas
cardiovasculares, incluindo maior risco de doenca cardiaca isquémica e acidente
vascular cerebral (HORIUCHI et al., 2019; REARDON et al., 2021). O VWF também
esta implicado em outras condi¢gbes clinicas, como predisposicdo a trombose,
elevacdes em doencas inflamatdrias e até correlagbes com metastases em certos

tipos de cancer, angiogénese e aterosclerose (ABOU-ISMAIL et al., 2023).

Essas multiplas funcbes e interacbes do VWF destacam a complexidade de
determinar sua fungéo e niveis no organismo. Entender essas nuances € essencial
para aprimorar o diagnostico, manejo e tratamento das condigbes relacionadas a
DvW.

Nos pacientes com DvW que serdo submetidos a cirurgia, cumpre ressaltar que um
diagnostico correto permite tratamento profilatico direcionado para prevenir o risco
de sangramento com potencial para reduzir significativamente a necessidade de
transfusées sanguineas. No entanto, a confirmagao do diagndstico da DvW requer,
além de uma avaliagdo clinica apropriada, metodologias altamente especificas que
ainda nao estdo amplamente disponiveis nos laboratérios clinicos, mesmo naqueles
especializados em hemostasia. Esta constatacdo vem reforgcar a necessidade de
envidar esforgcos para superar esta limitagcdo, o que impactara positivamente no

diagndstico da DvW permitindo decisdes clinicas mais assertivas. Ressalta-se que a
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terapia sob demanda é a base do tratamento na DvW, embora a profilaxia de longo
prazo esteja surgindo para aqueles com sangramento recorrente e grave.
Concentrados de VWF/FVIII, VWF recombinante e DDAVP estédo entre as escolhas

terapéuticas mais utilizadas na DvW.

Sabe-se que a dosagem do VWF tem sido um grande desafio, principalmente nos
paises em desenvolvimento o que, indubitavelmente, tem impacto na classificacédo
correta da DvW e, consequentemente, no manejo e tratamento dos pacientes
(BOENDER et al., 2018).

Novos guidelines para diagnostico da DvW tém surgido em congressos e na
literatura especifica (JAMES et al., 2021; FAVALORO e PASALIC, 2023), fato que
vem motivar a realizagao do presente estudo, cujos resultados poderédo ter posterior
aplicacdo pratica em Centros de Hemoterapia, como a Hemominas, bem como em
laboratérios de Analises Clinicas especializados em Hemostasia, trazendo

beneficios aos pacientes.

Um dos maiores desafios no diagnostico da DvW é que o ensaio de VWF:RCo
tradicionalmente utilizado, apresenta alta variabilidade, baixa sensibilidade e pode
ser influenciado por variantes genéticas. Uma variante comum, PD1472H, presente
em aproximadamente 50% dos negros (afro-americanos) e em 20% dos
caucasianos, pode levar a uma redugédo na razao VWF:RCo/VWF:Ag. Porém, essa
diminuicdo ndo esta associada a sintomas hemorragicos, sendo caracterizada como
um artefato de ensaio. Isso pode resultar em falsos positivos para a DvW,
diagnosticando erroneamente individuos saudaveis como DvW tipo 2, por exemplo
(FLOOD et al, 2010; BODO et al., 2015).

De acordo com a literatura, o ensaio da atividade do VWF, VWF:GP1bM, apresenta
menor variabilidade, maior sensibilidade e maior precisdo, além de nao ser
influenciado por variantes genéticas, como a PD1472H, o que contribui para a
melhoria da acuracia diagndstica da DvW (BODO et al., 2015; BOENDER et al.,
2018). Um exemplo deste ensaio, disponivel comercialmente, € o INNOVANCE VWF
Ac, um meétodo automatizado que oferece maior conveniéncia, precisdo e
sensibilidade para o diagndstico, favorecendo o manejo clinico dos disturbios
hemorragicos quando implementado no servigo laboratorial. O ensaio INNOVANCE

VWF Ac mede diretamente a aglutinacdo mediada pelo receptor GPIb, dependente
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do VWEF, utilizando uma proteina recombinante com duas muta¢des de ganho de
funcdo naturalmente associadas a DvW. Dessa forma, o uso da ristocetina,
tradicionalmente necessaria para ativacdo do dominio A1 do VWF em ensaios
convencionais, torna-se dispensavel, enquanto a introdu¢cao do ensaio INNOVANCE

VWF Ac promete maior eficiéncia ao processo diagnostico.

Ressalta-se que nas novas diretrizes ISTH 2021 para diagnostico de DvW ha
recomendagdao do uso de ensaios mais recentes (automatizados) para medir a
atividade do VWF, em substituicdo ao ensaio VWF:RCo semi-automatizado. Dessa
forma, o presente estudo surgiu sob a perspectiva de inovagdo e adequacédo do
laboratério de Hematologia da Fundagdo Hemominas as novas recomendacodes e
necessidades impostas para investigagdo e acompanhamento de pacientes com
DvW.

O teste INNOVANCE VWF Ac foi selecionado para o presente estudo comparativo
nao apenas por suas potenciais vantagens analiticas, mas também por aspectos
operacionais relevantes. A época da realizacdo do estudo, a plataforma analitica
disponivel na Fundagcdo Hemominas era fornecida pela mesma empresa
responsavel pelo ensaio INNOVANCE, o que favoreceu a viabilidade técnica da
execugcdo. Ademais, o interesse institucional em validar metodologias mais
modernas partiu da propria Fundacdo Hemominas, considerando que a validagao de
um teste alternativo, ndo compativel com a estrutura ja instalada, implicaria em

maiores obstaculos operacionais, financeiros e regulatorios.

E importante destacar que, além do ensaio INNOVANCE VWF Ac, outras
metodologias automatizadas de avaliacdo da atividade do VWF vém sendo
desenvolvidas, com destaque para a técnica VWF:GPIbR, que também mede a
interacao funcional do VWF com o receptor plaquetario GPIb, ainda que utilizando
diferentes principios de ativagdo (JAMES et al, 2021). Essas alternativas refletem os
avangos continuos na busca por métodos mais padronizados, sensiveis e

reprodutiveis no diagndstico laboratorial da DvW.

Nesse contexto, o presente estudo ao utilizar o kit INNOVANCE VWF Ac pretende
contribuir para obter uma melhor avaliagdo e familiarizagdo com esta nova
metodologia, comparando seu desempenho ao teste que ja é rotineiramente

empregado na Fundagdao Hemominas. Espera-se que tal iniciativa possa trazer
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beneficios no diagndstico da DvW visando posterior implantagado do kit INNOVANCE
VWF Ac na Fundagdo Hemominas e outros Hemocentros.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Comparar o desempenho analitico de ensaios de diagnostico de pacientes com

DvW, automatizado e semi-automatizado.

2.2 Objetivos especificos

e Comparar o desempenho analitico do kit comercial INNOVANCE VWF Ac
baseado na ligagdo do VWF a GPlb recombinante (VWF:GPIbM) em
comparagao com o ensaio VWF:RCo.

e Comparar a relacdo dos testes INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo frente ao
Fator de von Willebrand Antigeno (VWF:AgQ);

e Avaliar o ganho de produtividade com a automacgao do teste para diagnéstico
da DvW;

e \Verificar a consisténcia de que individuos com grupo sanguineo “O”
apresentam niveis de VWF mais baixos em relagdo aqueles de grupos
sanguineos nao “O”;

e Verificar a consisténcia do aumento dos niveis de VWF com a progressao da
idade;

e Comparar o padrdo de resposta das curvas de DDAVP em diferentes
intervalos de tempo (antes, 1 hora apds e 4 horas apds a administragao do
medicamento) por meio dos testes de VWF:RCo, do ensaio INNOVANCE
VWF Ac e da dosagem do VWF:Ag, com o intuito de verificar a variabilidade
(principalmente dos testes INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo) nas respostas
dos pacientes ao tratamento com DDAVP;

e Comparar os pontos de corte 0,6 e 0,7 para a relacdo de Atividade
VWF/VWEF:Ag utilizando os dois métodos INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Casuistica

Foi utilizada uma amostra de conveniéncia constituida por 124 amostras de plasma
incluindo 20 amostras de doadores de sangue aptos (controles) (10 homens e 10
mulheres de grupos sanguineos “O” e “ndao O”), faixa etaria de 18 a 60 anos, além
de 104 amostras de pacientes sabidamente com DvW (em uso ou ndo de DDAVP)
ou em investigacdo de doenga hemorragica, em qualquer faixa etaria. Individuos
controles ou pacientes, diante de qualquer sintomatologia que pudesse ser atribuida
a infeccado e/ou processo inflamatério, ndo foram puncionados para obtencdo de

amostras de sangue.

Foram coletados 2 tubos de sangue (5,4 mL) dos pacientes e controles por meio de
puncado venosa, em tubos estéreis contendo citrato de sddio (3,2%) pelo sistema
Vacutainer® (Becton-Dickinson Bioscience). As amostras foram processadas em
centrifuga refrigerada a 20°C, 3000 RPM durante 10 minutos, para separagdo do
plasma e, em seguida, aliquotadas em tubos identificados, os quais foram

armazenados a uma temperatura de — 30°C até o momento do uso.

Para a coleta das amostras de pacientes ambulatoriais incluidos no estudo da
Fundacdo Hemominas houve uma solicitacdo de dispensa de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) por parte do responsavel por esse
estudo. Tal solicitagcdo se fundamentou com base na Resolugdo 466/2012, e teve
como principal justificativa o fato de se tratar de um estudo analitico, sendo que a
aplicagdo do TCLE aumentaria os riscos de quebra de confidencialidade. As
amostras de pacientes foram utilizadas de forma andénima. Além disso, foram
adotadas medidas para minimizar o risco de quebra de confidencialidade, ja que sé
integrantes do presente estudo estavam envolvidos diretamente e cientes dos

cuidados.

Quanto as amostras de doadores, foi reconhecida a necessidade de aplicagcdo do
TCLE, uma vez que houve identificacdo dos participantes e de coleta exclusiva para
o estudo. Assim sendo, foi aplicado o TCLE aos doadores antes da coleta das

amostras.
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O projeto em pauta, em sua concepgao, envolvia apenas a comparagao analitica
entre métodos diagnosticos para a atividade de VWF. Porém, em um dado
momento, devido a sua importancia e potencial de aplicacéo, o referido estudo se
transformou em um projeto de dissertacdo de mestrado. Assim, apds varias
discussbes entre os colaboradores envolvidos, foi aventada a possibilidade de
enriquecer o projeto com informag¢des importantes dos pacientes participantes da
pesquisa como sexo, idade, raca, grupo sanguineo e uso de DDAVP, visando
aumentar o conhecimento sobre o contexto local da DvW. A demanda foi levada ao
Servigo de Pesquisa da Fundacdo Hemominas, que entendeu que as informacdes
adicionais poderiam trazer um ganho cientifico para a Fundagéo e contribuiriam com
uma causa relevante para a sociedade. Dessa forma, foi apresentada pelos autores
do presente estudo uma emenda ao projeto original relativa a inclusdo das
informacdes adicionais sobre os pacientes, a qual foi posteriormente aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa.

Para minimizar os riscos de quebra de confidencialidade, os dados dos pacientes
participantes da pesquisa foram tratados de forma anonimizada. Para isso, os
resultados foram associados apenas ao numero do pedido/amostra.

Diante do exposto, foi solicitado a Fundagdo Hemominas o fornecimento das
informagdes dos pacientes participantes da pesquisa (sexo, idade, cor da pele,
grupo sanguineo e uso de DDAVP) de forma anonimizada e para uso exclusivo no
projeto mencionado. Uma lista contendo o numero do pedido/amostra de cada
paciente foi enviada ao profissional designado pela coordenagdo do Hemocentro

para que pudesse realizar o levantamento dos dados solicitados dos pacientes.

O projeto em pauta recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagcdo Hemominas em 06/03/23 (CAAE 64775822.8.0000.5118) e a Emenda em
09/09/24 (CAAE: 64775822.8.0000.5118). Este estudo faz parte de um projeto maior
ja aprovado na Fundagdo Hemominas sob o numero 5.926.761.

Critérios de inclusao: pacientes da Fundacdo Hemominas com DvW, de ambos os
sexos e de qualquer idade, em uso ou ndo de DDAVP, ou em investigacdo de
doenga hemorragica, evitando-se a coleta diante de sintomatologia sugestiva de

doenca inflamatéria e/ou infecciosa. Para o grupo controle, individuos doadores de
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sangue da Fundagcdo Hemominas maiores de 18 anos triados previamente

(amostras controles).

Critérios de nao inclusdo: doadores inaptos para doagao de sangue, amostras com
volume insuficiente, hemolisadas e/ou lipémicas de ambos os grupos (pacientes e

controles).
3.2 Métodos analiticos

No presente estudo foi abordada metodologia comparativa entre o método
diagndstico automatizado kit INNOVANCE VWF Ac da empresa Siemens
(recomendacédo “ASH ISTH NHF WFH 2021 Guidelines on the diagnosis of von
Willebrand disease”) e o método semi-automatizado VWF:RCo utilizado pelo
laboratério de Hematologia da Fundagdo Hemominas. Dosagem de VWF:Ag foi
também realizada para comparacio e calculo das relagdes entre os dois métodos
funcionais (automatizado e semi-automatizado) e o VWF:Ag. A descrigdo sucinta

dos métodos que foram utilizados no presente estudo segue abaixo.

3.21 Turbidimétrico - VWF relacionado ao ganho de fung¢ao GPIbM (kit
INNOVANCE VWF Ac)

Segundo o fabricante (Siemens), este novo ensaio utiliza a ligacdo do VWF ao seu
receptor Glicoproteina Ib (GPIb), o qual é o principal receptor do VWF nas
plaquetas. Particulas de latex sdo revestidas com um anticorpo contra GPIb. GPIb
recombinante, com dois ganhos de fung¢ao, é adicionado e se liga ao anticorpo, bem
como ao VWF da amostra. Isso significa que no Ensaio INNOVANCE VWF Ac,
devido as mutacbées de ganho de funcédo, a ligacdo do VWF ao GPIb ndo requer
ristocetina. Dessa forma, a ristocetina usualmente utilizada para ativagao do dominio

A1 do VWF no tradicional teste agregométrico (VWF:RCo), ndo € mais necessaria.

A adigéo de plasma do paciente induz uma aglutinagado dependente de VWF, que é
detectada turbidimetricamente, utilizando o aparelho marca Sysmex, modelo CS
2500 (Figura 5). Os resultados sao expressos em porcentagem (%) de um pool
normal de plasmas, onde 100% do normal corresponde a 100Ul/dL de VWF:Ag.

Valor de referéncia: 48 a 173%.
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Figura 5. Ensaio Turbidimétrico Kit INNOVANCE VWF Ac Siemens
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Fonte: Folder apresentacéo do kit INNOVANCE VWF Ac Siemens

3.2.2 Agregométrico - Cofator de Ristocetina (VWF:RCo)

A determinacdo do VWF:RCo por agregometria (leitura Optica) mede a atividade
funcional do VWF. Este ensaio utiliza ristocetina, um antibidtico, para induzir uma
mudanga conformacional na molécula do VWF, expondo melhor o dominio A1 da
molécula que esta presente no plasma de pacientes e que agrega as plaquetas
exdégenas normais (lavadas e formalizadas), mediante a unido a seu receptor -

glicoproteina GP1b (Figura 6).

A determinacdo do VWF:RCo requer o emprego de plasma normal padronizado
diluido em diferentes concentragdes para produzir a curva padrao, além de
quantidade padronizada de ristocetina e plaquetas. A quantidade de ristocetina deve
ser elevada em relagdo ao VWF para propiciar alta estimulacdo. A curva padrao,
feita com plasma de referéncia, relaciona a diluicdo com a amplitude de agregacgéo,
permitindo a comparacao com os resultados do paciente para quantificar a atividade
do VWF, ou seja, o VWF:RCo.
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As principais limitacbes do VWF:RCo incluem o tempo, a complexidade de
execucao, a sensibilidade baixa e a maior imprecisdo. O coeficiente de variacdo do
teste pode variar de 10% a 40%. Para a realizagéo deste teste é utilizado o aparelho
marca Chrono-log, modelo 700. Os resultados sao expressos em porcentagem (%)
de um pool normal de plasmas, onde 100% do normal corresponde a 100 Ul/dL de
VWF:RCo. Valor de referéncia: 50 a 200%.

Figura 6. Ensaio agregométrico VWF:RCo
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Fonte: Extraido da apresentagéo de Favaloro, NSW Health Pathology, 2017.

3.2.3 Turbidimétrico - Fator de von Willebrand Antigeno (VWF:Ag)

Segundo o fabricante (Siemens), misturando as amostras que contém o antigeno de
von Willebrand com o reagente, as pequenas particulas de poliestireno dotadas de
anticorpos, aglomeram-se. Os anticorpos especificos combinam-se com as
particulas através de ligagdes covalentes. Seguidamente, esta aglutinacdo é
determinada turbidimetricamente pelo aumento da turbidez, utilizando o aparelho
marca Sysmex, modelo CS 2500. A turbidez é diretamente proporcional ao nivel de
antigeno da amostra (Figura 7). Os resultados sdo expressos em porcentagem (%)
de um pool normal de plasmas, onde 100% do normal corresponde a 100 Ul/dL de
VWF:Ag. Valor de Referéncia: 50 a 160%.
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Figura 7. Ensaio turbidimétrico VWF:Ag
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Fonte: Extraido da apresentagao de Favaloro, NSW Health Pathology, 2017.

3.2.4 Coagulométrico — Fator VIII:C (Atividade Coagulante do Fator VIII)

A dosagem do Fator VIII:C é realizada por método coagulométrico de uma etapa,
segundo as instrugcbes do fabricante (Siemens), utilizando-se o analisador
automatico de coagulacdo Sysmex, modelo CS-2500. Neste ensaio funcional, a
amostra do paciente é diluida e incubada com um plasma humano com deficiéncia
conhecida de Fator VIII. A ativagado da cascata intrinseca da coagulacao é feita por
meio de reagente ativador de TTPA, (Actin FSL), e a adi¢do de calcio. A formagao
do coagulo é monitorada pelo equipamento por meio da alteragédo éptica na amostra.
O tempo de coagulagao é inversamente proporcional a concentragao de Fator VIII
funcional na amostra. A quantificagao é feita com base em uma curva padrao obtida
a partir de diluicdes conhecidas de um plasma calibrador. Os resultados sao
expressos em porcentagem (%) de um pool normal de plasmas, onde 100%
corresponde a 100 Ul/dL de Fator VIII:C. Valor de referéncia: 50 a 150%.

3.2.5 Analise estatistica

O teste de Shapiro Wilk foi utilizado para testar a normalidade dos dados. As
variaveis quantitativas, quando n&o apresentavam distribuicdo normal foram
descritas como mediana (1° e 3° quartis) e valores minimos e maximos. Para
visualizar as informagdes dos quartis foi utilizado o grafico Box-plot, que permite ver
os valores outliers, a mediana e quartis, a variabilidade e a forma da distribuicdo. As

variaveis categoricas foram descritas pelas frequéncias absolutas e porcentagens. O
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teste de Wilcoxon para amostras pareadas foi utilizado para avaliar a diferenga entre
métodos. Para analise de correlagéo, utilizou-se a correlagdo de Spearman, ja que
as variaveis nao apresentaram distribuicdo normal, enquanto para analise da
concordancia das varidveis quantitativas utilizou-se o indice de correlacéo
Intraclasse para concordancia (ICC). Esse indice € uma ferramenta estatistica que
mede a concordancia entre multiplas medi¢des feitas por diferentes avaliadores ou
instrumentos ou métodos. Ele é usado para avaliar a confiabilidade ou consisténcia
dessas medigdes. Os graficos de dispersdes foram utilizados para visualizagdo das
correlagdes entre os métodos. Nas analises comparativas, o teste ndo-paramétrico
de Mann Whitney foi utilizado na comparagdo de dois grupos, enquanto para a
comparagao de trés ou mais grupos, foi utilizado o teste de Kruskal Wallis, pois os
dados nao apresentaram distribuicdo normal. O software utilizado foi o SPSS

versao 20.0 e o nivel de significancia foi de 0,05.
4 RESULTADOS
Caracterizacao dos Pacientes

No presente estudo foram incluidos 115 individuos (95 pacientes + 20 controles)
com mediana de idade de 27 anos (Q1=14; Q3=38). A distribuicao etaria revelou que
34,8% dos participantes tinham até 18 anos, 44,3% estavam entre 19 e 40 anos e
20,9% tinham mais de 40 anos. A amostra foi composta predominantemente por
mulheres (69,6%), da raca parda (50,4%), seguida pela raga branca (40,0%) e preta
(9,6%). Em relagdo ao grupo sanguineo, 52,2% dos participantes pertenciam ao tipo
O. Dos 115 individuos analisados, que resultaram em 124 amostras, 6 pacientes
foram submetidos ao teste com DDAVP. Destes 6 pacientes, 3 realizaram testes em
dois momentos, antes e 1 hora apés o uso do DDAVP, enquanto os outros 3
realizaram testes completos (em trés momentos), antes, 1 hora apos e 4 horas apés
o uso do DDAVP. Essa abordagem justifica 0 aumento no numero total de amostras

coletadas, ou seja, de 115 para 124. Os dados estao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracterizacdo dos pacientes, controle e pacientes+controle admitidos na
Fundacdo Hemominas

Variaveis Paciente n=95 Controle n=20 Paciente+Controle n=115
Idade (anos)

Mediana (Q1; Q3)* 27,00 (13,00 ; 37,00) 31,50 (22,75 ; 42,00) 27,00 (14,00 ; 38,00)
Faixa etaria n (%)

<=18 anos 40 (42,1) 0 (0,0) 40 (34,8)

19 a 40 anos 36 (37,9) 15 (75,0) 51 (44,3)

>40 anos 19 (20,0) 5(25,0) 24 (20,9)

Sexo n (%)

Feminino 70 (73,7) 10 (50,0) 80 (69,6)
Masculino 25 (26,3) 10 (50,0) 35 (30,4)

Cor da pele n (%)

Branca 39 (41,1) 7 (35,0) 46 (40,0)
Parda 48 (50,5) 10 (50,0) 58 (50,4)
Preta 8 (8,4) 3(15,0) 11 (9,6)

Tipo sanguineo n (%)

Tipo “O” 47 (49,5) 13 (65,0) 60 (52,2)

Tipo ndo “O” 13 (13,7) 7 (35,0) 20 (17,4)

Sem informagao 35 (36,8) 0 (0,0) 35 (30,4)

Esta em uso de

DDAVP n (%) 6 (6,3) 0 (0,0) 6 (5,2)

*Q1=1° quartil; Q3=3° quartil

Desempenho dos Métodos Analiticos

A Tabela 3 apresentam os valores medianos e o intervalo interquartis (Q1-Q3) das
variaveis VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac, VWF:Ag e FVIII nos grupos Pacientes
(n=104), Controles (n=20) e Pacientes+Controles (n=124). A Figura 8 apresenta um
grafico Boxplot que resume visualmente a distribuicdo do conjunto de dados para os
testes VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac, VWF:Ag e FVIII. A tabela 4 apresenta
valores medianos (Q1-Q3) para as relagbes entre os métodos de atividade
(INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo) e o método de VWF:Ag e para a relagédo
FVIII/VWF:Ag. A comparagao entre os valores de VWF:RCo e INNOVANCE VWF Ac
foi realizada por meio do teste de Wilcoxon para amostras pareadas, que

demonstrou diferencga estatisticamente significativa entre os métodos (p < 0,0001).



33

Tabela 3. Valores medianos e quartis (Q1-Q3) obtidos para os testes VWF:RCo,
INNOVANCE VWF Ac, VWF:Ag e FVIII.

Variaveis Amostras Paciente Amostras Controle Paciente+Controle
n=104 n=20 n=124
VWF:RCo 59,00 (34,75 -85,50) 96,00 (77,00 — 102,50) 64,00 (40,25 - 94,00)
INNOVANCE VWF Ac 62,05 (39,30 - 96,38) 110,95 (95,00 — 119,25) 71,15 (43,85 - 105,15)
VWF:Ag 66,50 (38,50 — 95,00) 118,50 (95,50 — 128,00) 74,00 (46,75 — 108,00)
FVIII 76,60 (566,00 —111,30)  —mmemmee- 77,00 (55,25 - 112,00)

Nota: Resultados em %. Nao foram realizados testes de FVIII para as amostras controles. Amostras de pacientes para FVIII
n=102

Figura 8. Comparacgao dos resultados dos testes VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac,
VWF:Ag e FVIII
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Nota: Cada boxplot exibe a mediana (linha horizontal), o intervalo interquartil (1° quartil e 3° quartil) e os valores minimo e
maximo dentro do limite esperado (barras verticais). Os circulos abertos representam outliers moderados e os asteriscos
representam outliers extremos.

Tabela 4. Valores medianos (Q1-Q3) para as relagdes entre os métodos de atividade
(INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo) e o método de VWF:Ag

Variaveis Mediana (Q1-Q3)
Relacao

Relacdo VWF:RCo/VWF:Ag 0,90 (0,80; 1,00)

Relagdo INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag 1,00 (0,90; 1,10)

Nota: tamanhos de amostras: VWF:RCo (n=124), INNOVANCE VWF Ac (n=124), VWF:Ag (n=124), Q1=1° quartil;
Q3=3° quartil
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Figura 9. Comparagdo dos resultados das relagbes VWF:RCo/VWF:Ag e
INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag

2,57 s

155

T I

oC0O0
|
!

Relagdo

0,54 o o
o o
*
* *
0,0
1 I
Relagdo VWF:Ac/VWF:Ag Relagéo INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag

Nota: Cada boxplot exibe a mediana (linha horizontal), o intervalo interquartil (1° quartil e 3° quartil) e os valores minimo e
maximo dentro do limite esperado (barras verticais). Os circulos abertos representam outliers moderados e os asteriscos
representam outliers extremos.

Correlagao e Concordancia entre Métodos

A correlacdo de Spearman revelou uma forte correlacdo entre as técnicas
INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo (r=0,944; p<0,05). O indice de correlagao
intraclasse (ICC) também indicou excelente concordancia (ICC=0,953; 1C95%:

0,900-0,974), reforgando a equivaléncia analitica das técnicas.
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Figura 10. Relagéo entre os ensaios VWF:RCo e INNOVANCE VWF Ac: analise por
grafico de disperséo
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Nota: grafico de disperséo apresenta a correlagéo entre os resultados do ensaio VWF:RCo e do ensaio INNOVANCE VWF Ac.
As concentragdes sdo expressas em percentual (%) nos eixos X e Y.

Teste de Reprodutibilidade

Ensaio INNOVANCE VWF Ac

Os resultados de reprodutibilidade foram avaliados com base nas repeticoes
realizadas de dois controles comerciais liofilizados contidos no ensaio INNOVANCE
VWF Ac e nos valores historicos dos controles de pools de amostras para o

VWF:RCo da Fundagdo Hemominas.

Estudos de imprecisdo foram realizados para a curva de calibracdo de médio
intervalo utilizando controles comerciais liofilizados - Controle Normal (CN) Lote
507919 e Controle Patolégico (CP) Lote 556737. Ambos controles comerciais se
mostraram dentro dos limites aceitaveis (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste de Imprecisdao do ensaio INNOVANCE VWF Ac durante o periodo
de 3 dias.

Resultados Observados (n=34) Média (%) SD CV%
CN 102,95 2,00 1,94
CP 27,7 1,29 4,67

Nota: Dados do fabricante: CN [80,0 a 120,0], CP [25,0 a 37,0]. Limites aceitaveis de CV% para INNOVANCE VWF Ac= 7%.
SD = desvio padrao; CV% = coeficiente de variagao em %.

Ensaio VWF:RCo

Os valores histéricos de controles apresentaram CV% de 9,54% para Controle de
pool de Plasma Normal (PPN) e 12,66% para Controle de pool de Plasma Patoldgico
(PPP), significativamente mais altos que os observados para o ensaio INNOVANCE
VWEF Ac (Tabela 6).

Tabela 6. Historico de imprecisao do ensaio VWF:RCo

Resultados Observados (n=60) Média (%) SD CV%
PPN 98,22 9,43 9,54
PPP 39,18 4,96 12,66

Nota: Dados do laboratério: PPN [70,0 a 130,0], PPP [26,0 a 52,0]. Limites aceitaveis de CV% para VWF:RCo = 20%.

Impacto de variaveis biolégicas nos resultados

Os resultados da dosagem de VWF obtidos pelas duas técnicas foram avaliados em
funcdo do grupo sanguineo ABO, da idade e uso de DDAVP, os quais estdo

descritos abaixo.

Grupo Sanguineo:

Individuos do grupo "O" apresentaram valores consistentemente mais baixos em
comparagao aos do grupo nao "O" mostrando que a diferenga de tendéncias central
tem significancia clinica, apesar de nao ocorrer significancia estatistica, portanto,

sugerem uma tendéncia a significancia, corroborando estudos anteriores (Tabela 7).
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Tabela 7. Resultados das comparagdes, expressos como mediana, entre o0s
métodos VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac e VWF:Ag considerando os grupos
sanguineos “O” e nao “O”.

Variaveis Grupo sanguineo
Tipo “O” Tipo nédo “O” Valor-p*
n=66 n=22

VWF:RCo 57,50 85,00 0,095
(37,75 ; 89,25) (56,75 ; 99,00)

INNOVANCE VWF Ac 63,25 92,90 0,097
(39,53 ; 101,40) (55,85;111,10)

VWF:Ag 60,50 95,00 0,184

(33,75 ; 101,25) (60,25 ; 122,50)

* Teste de Mann Whitney. Resultados em %.

Idade

Com relagao a idade, nao foi observada diferenga significativa entre as trés faixas

etarias analisadas, embora tenha sido observada uma tendéncia ao aumento tanto
do VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac, VWF:Ag quanto para o FVIll & medida do
aumento da idade (Tabela 8). Entretanto, vale ressaltar que somente o INNOVANCE

VWF Ac teve uma tendéncia significativa ao nivel de 0,07 (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados das comparagdes expressos como mediana entre os métodos
VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac, VWF:Ag e FVIII por faixa etaria.

Variaveis Faixa etaria Valor-p*
<=18 anos 19 a 40 anos >40 anos
n=44 n=54 n=26
VWF:RCo 55,50 66,50 95,00 0,111
INNOVANCE VWF 58,90 74,10 96,80 0,069
VWF:Ag 60,50 76,50 92,50 0,147
FVII** 80,00 70,00 105,00 0,222

* Teste Kruskal wallis. Resultados em %. **o tamanho da amostra do FVII foi 43 para <18 anos, 39 para 19 a 40 anos e 20

para >40 anos.

Resposta ao DDAVP

No presente estudo, estao apresentados os resultados de apenas trés pacientes, os
quais realizaram todas as etapas do exame: antes da administracdo de DDAVP, 1
hora apos a administracdo e 4 horas apos (Figuras 11, 12 e 13). O paciente 1
apresentou niveis de VWF:RCo e INNOVANCE VWF Ac sem variagdes significativas
ao longo do tempo e VWF:Ag estavel. O Paciente 2 demonstrou uma resposta

robusta ao DDAVP, com elevagdes consideraveis em todos os parametros
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analisados na 12 hora, seguidas por reducdo parcial em 4 horas, mantendo niveis
acima dos basais. O Paciente 3 apresentou elevagao acentuada em todos os
marcadores na 12 hora, com menor queda em 4 horas, indicando uma resposta mais

sustentada.
Figura 11. Resultados paciente 1.
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Figura 12. Resultados paciente 2.
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Figura 13. Resultados paciente 3.
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Pontos de corte Relagao Atividade/VWF:Ag

Quando analisados diferentes pontos de corte para as relagdes INNOVANCE VWF
Ac/ VWF:Ag e VWF:RCo/VWF:Ag, observou-se que o ponto de corte igual a 0,6 para
ambas ou 0,6 para VWF:RCo/ VWF:Ag e 0,7 para INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag
parecem ser 0s mais adequados, pois eles foram capazes de captar um menor
numero de individuos discordantes (5 individuos) em relagdo ao ponto de corte de
0,7 para ambos com 11 individuos discordantes. Esses dados sdao mostrados na
Tabela 9 e ilustrados nas Figuras 14, 15 e 16. No entanto, ha uma particularidade a
ser considerada e que influenciou no numero de discordancia que é o fato do limite
inferior de quantificagdo da técnica VWF:RCo ser 10%. No caso, para 4 individuos
discordantes foram liberados resultados como 10% para VWF:RCo. Para que essa
limitagdo n&o interferisse, seria necessario considerar os calculos da relagao
somente quando os resultados de VWF:Ag fossem maiores que 19%. Para
pacientes com VWF:RCo <10% e VWF:Ag <19 %, esses pacientes seriam
classificados como tendo ‘dificuldades de classificacdo’ porque nao seria possivel
determinar se o VWF:RCo/VWF:Ag estava acima ou abaixo de 0,6. Se VWF:RCo for
10% e VWF:Ag for £19%, a razdo VWF:RCo/VWF:Ag pode ser tanto <0,6 quanto
>0,6, dependendo do valor real de VWF:RCo (que pode ser menor que 10%, mas

nao é reportado devido a limitagcdo da técnica). Para minimizar essa incerteza,
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definiu-se que apenas valores de VWF:Ag superiores a 19% poderiam ser utilizados
com seguranga nos calculos, garantindo que a razdo fosse determinada de maneira
confiavel. Exemplo: Se VWF:Ag = 20%, entdo 10%/20% = 0,5, esta abaixo do ponto
de corte de 0,6, permitindo a classificagdo. Qualquer um valor ficticio menor que

10% levaria a um resultado de ponto de corte menor que 0,6.

Tabela 9. Pontos de corte para as relagbes VWF:RCo/VWF:Ag e INNOVANCE VWF
Ac/ VWF:Ag

Pontos de cortes (n=124) Concordantes Discordantes
n (%) n (%)

0,6 para ambas 119 (96,0) 5 (4,0)

0,6 para VWF:RCo/VWF:Ag e 0,7 para INNOVANCE 119 (96,0) 5 (4,0)

VWF Ac/ VWF:Ag

0,7 para ambos 113 (91,2) 11 (8,8)

Figura 14. Relacdo VWF:RCo/VWF:Ag 0,6 X Relagcdo INNOVANCE VWF
Ac/VWF:Ag 0,6
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Nota: A figura apresenta a relagdo entre as variaveis VWF:RCo/VWF:Ag e INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag, ambos
padronizados para o ponto de corte de 0,6. O grafico permite a avaliagdo da correlagdo entre os dois métodos de ensaio e
suas respectivas distribuigoes.
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Figura 15. Relacédo VWF:RCo/VWF:Ag 0,7 X Relagdo INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag
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Nota: A figura apresenta a relagdo entre as variaveis VWF:RCo/VWF:Ag e INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag, ambos
padronizados para o ponto de corte de 0,7. O gréafico permite a avaliagdo da correlagdo entre os dois métodos de ensaio e
suas respectivas distribuicoes

Figura 16. Relagdo VWF:RCo/VWF:Ag 0,6 X Relacao INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag
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Nota: A figura apresenta a relagdo entre as variaveis VWF:RCo/VWF:Ag, padronizada para o ponto de corte 0,6 e
INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag, padronizada para o ponto de corte 0,7. O grafico permite a avaliagdo da correlagéo entre os
dois métodos de ensaio e suas respectivas distribui¢cdes.
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5 DISCUSSAO

A comparagado entre os meétodos de dosagem da atividade do VWF evidencia as
vantagens do sistema automatizado INNOVANCE VWF Ac em relagdo ao teste
convencional VWF:RCo. Entre esses beneficios, destacam-se a maior precisdo, a
reducdo de erros analiticos associados a processos manuais € a maior
reprodutibilidade dos resultados. Além disso, € importante ressaltar que o método
convencional (VWF:RCo) depende de reagentes biologicos instaveis, como
plaquetas humanas, o que o torna suscetivel a variabilidade e problemas de
estabilidade. Nesse contexto, a adogao de um sistema moderno e automatizado se
mostra uma alternativa altamente desejavel, promovendo maior padronizagdo e
atendendo a crescente demanda por consisténcia nos diagnosticos. Adicionalmente,
a sensibilidade aprimorada do INNOVANCE VWF Ac possibilita a deteccao de
anomalias funcionais, especialmente em pacientes com niveis baixos ou borderline

de VWEF, algo que o teste VWF:RCo frequentemente nao consegue alcancar.

Em termos de desempenho analitico, os dados mostraram que o INNOVANCE VWF
Ac apresentou uma mediana de atividade funcional mais elevada (71,15%) em
comparagédo ao método tradicional VWF:RCo (64,00%). A analise estatistica
confirmou essa diferenga como significativa (p < 0,0001), sugerindo maior
sensibilidade analitica do método automatizado na deteccdo da atividade funcional
do VWF. Além disso, a razao entre atividade funcional e VWF:Ag foi proxima de 1
(1,00; Q1=0,90; Q3=1,10) para o INNOVANCE VWF Ac, indicando melhor
alinhamento com a concentragao real da proteina. Os achados deste estudo indicam
uma reducdo significativa nos valores de VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac e
VWF:Ag no grupo de pacientes em comparagdo ao grupo controle o que ja era
esperado pelo fato de os exames avaliados fazerem parte do protocolo de triagem
laboratorial dentro de perfis das doencas hemorragicas. E importante destacar que o
limite inferior de quantificagdo do INNOVANCE VWF Ac usado nos testes € de 4,0%
e o do VWF:RCo é bem mais alto (10%), o que dificulta a utilizacdo deste ultimo
teste para identificar e diferenciar entre tipos de DvW com baixas atividades. Essa
acuracia aprimorada é crucial para detectar variagdes sutis que podem impactar a

classificagdo da DvW e a conduta terapéutica.
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O estudo avaliou a performance do ensaio INNOVANCE VWF Ac, que utiliza a
ligagdo do VWF a GPIb recombinante, comparando-o com os métodos VWF:RCo. A
hipdétese de que o primeiro método apresenta um desempenho comparavel ao
segundo foi apoiada pelos resultados, que demonstraram uma forte correlagao entre
os métodos INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo, com um coeficiente de Spearman de
0,944 (p<0,05). Além disso, o indice de correlagdo intraclasse (ICC) de 0,953
(IC95%: 0,900-0,974) indica uma elevada concordancia analitica (BODO et al., 2015;
BOENDER et al., 2018; WEYAND e FLOOD, 2021).

Os resultados de reprodutibilidade apresentados nas Tabelas 5 e 6 evidenciaram a
robustez técnica do INNOVANCE VWF Ac. Estudos de imprecisao realizados com
controles comerciais revelaram coeficientes de variagdo (CV%) de 1,94% para o
controle normal e 4,67% para o controle patolégico, mantendo-se dentro dos limites
estipulados (CV% <7,00), o que demonstrou a confiabilidade do método. Essa
reducao na variabilidade analitica confere maior seguranga aos resultados obtidos
com o INNOVANCE VWEF Ac, o que é particularmente relevante em cenarios clinicos
que exigem precisdo elevada, como no diagndstico de subtipos raros da DvW.
Embora se trate de matrizes diferentes de controles, o levantamento do histérico de
CV% com controles de pool de amostras biolégicas do VWF:RCo apresentou CV%
de 9,54% para nivel normal e 12,66% para nivel patolégico. Além do mais, os
valores de tais CVs% se mostraram significativamente mais altos como era esperado
para a metodologia VWF:RCo (BODO et al., 2015; BOENDER et al., 2018; WEYAND
e FLOOD, 2021).

O meétodo INNOVANCE VWF Ac trouxe um significativo ganho de produtividade
devido a sua capacidade de automagdo e integracdo com plataformas de
interfaceamento e gestéo laboratorial, possibilitando o processamento simultaneo de
um maior volume de analises de forma eficiente. A eliminagdo de etapas
dependentes do uso de reagentes biolégicos, como plaquetas humanas, reduziu o
tempo manual de execu¢do e minimizou a necessidade de intervengdes frequentes.
Uma vantagem adicional relevante é que, com o INNOVANCE VWF Ac, passou a
ser necessario colher apenas um tubo de citrato de sdédio, suficiente para realizar
tanto a atividade quanto a dosagem do VWF:Ag, simplificando significativamente os

processos de coleta, transporte e manuseio de amostras. Além disso, a automacéao
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viabilizou a liberacdo automatica da relaggo INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag
diretamente no laudo meédico via interfaceamento, atendendo a uma antiga e
recorrente demanda do corpo clinico da instituicdo. A maior consisténcia analitica do
método proporcionou outros beneficios relevantes, como a redug¢ao da necessidade
de repeticdo de ensaios e a diminuigdo da ocorréncia de resultados inconclusivos,
otimizando tempo e recursos, e aumentando a confiabilidade dos resultados
laboratoriais. Isso posto, a avaliagdo do método INNOVANCE VWF Ac indicou ser o
mesmo especialmente adequado para o processamento em larga escala, sendo
ideal para laboratorios de alta demanda, como € o caso da Fundagdo Hemominas e
outros Hemocentros. No que diz respeito aos custos operacionais, o uso de
reagentes sintéticos e estaveis reduz desperdicios e prolonga a durabilidade dos
insumos, minimizando riscos de degradagdo ou contaminacéo. Por fim, o método
automatizado simplifica o treinamento técnico exigido, reduzindo a dependéncia de
habilidades especificas para a execugao dos testes e permitindo uma redistribuicdo
mais eficiente das tarefas entre os profissionais, o que contribuiu de forma
significativa para otimizar o uso de recursos humanos e melhorar a eficiéncia geral

do laboratério.

Quanto a possivel interferéncia dos grupos sanguineos “O” versus “ndo O” nos
valores de VWF, os resultados do estudo mantém-se alinhados com a hipétese de
que individuos com grupo sanguineo "O" apresentam niveis mais baixos de VWF e
de atividade do VWF, em comparagédo aos individuos de grupos sanguineos n&o
"Q". Conforme a tabela 7, para os métodos VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac e
VWF:Ag, observou-se uma tendéncia consistente de niveis reduzidos,
aproximadamente, 30% menor de VWF no grupo "O", principalmente, para
VWF:RCo e INNOVANCE VWF Ac (MILLER et al., 2003; FRANCHINI et al., 2007;
WARD et al., 2020). Embora as diferengas entre os grupos ndo tenham alcancgado
significancia estatistica no nivel de 0,05, os dados sugerem uma tendéncia
biologicamente relevante e a auséncia de significancia estatistica pode ser atribuida
a limitagdo no tamanho da amostra (n=88) e a variabilidade individual dos niveis de
VWEF. Ainda assim, a consisténcia dos resultados refor¢a a importédncia do grupo
sanguineo como um determinante genético nos niveis de VWF. Pesquisas futuras,
com amostras mais robustas e estratificacdo por faixas etarias ou condi¢des clinicas

especificas, poderao esclarecer melhor a magnitude e o impacto dessa associagao.
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A hipotese de que os niveis de VWF aumentam com a idade foi também testada no
estudo, conforme apresentado na tabela 8. Os resultados mostraram que, ao
comparar os valores das medi¢gbes de VWF nas diferentes faixas etarias (<18 anos,
19-40 anos e >40 anos), nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os meétodos utilizados (VWF:RCo, INNOVANCE VWF Ac e
VWF:Ag) nas trés faixas etarias, com valores de p superiores ao nivel de
significancia de 0,05. Todavia, o método INNOVANCE VWF Ac, apresentou um valor
de p =0,07, ou seja, uma tendéncia a niveis mais elevados de VWF, de acordo com
o avango da idade (MOHAMMED e FAVALORO, 2017; FOGARTY et al., 2020). Um
aspecto importante a considerar € o tamanho amostral, especialmente na faixa
etaria acima de 40 anos, onde o numero de participantes foi reduzido (n=26). Um
numero pequeno de observagbes pode reduzir o poder do teste, ou seja, a
capacidade de detectar diferencas reais entre os grupos, mesmo que elas existam.
Em um novo estudo, sugere-se que o poder do teste seja calculado durante a fase
de planejamento de estudos, para garantir que o tamanho amostral seja adequado
para detectar diferencas significativas. Portanto, a auséncia de significancia
estatistica robusta pode ser parcialmente atribuida ao tamanho amostral reduzido, o
que pode justificar a falta de uma conclus&o definitiva sobre a relagao entre idade e
niveis de VWF. Estudos futuros com um “n” maior, especialmente na faixa etaria
acima de 40 anos, seriam importantes para validar ou refutar a hipétese de um

aumento progressivo nos niveis de VWF com a idade.

Os resultados obtidos no estudo revelam padrbes distintos de resposta ao DDAVP
entre os pacientes avaliados, evidenciando a variabilidade interindividual esperada,
conforme ilustrado nas Figuras 11, 12 e 13. O Paciente 1 apresentou uma resposta
bastante limitada, com valores estaveis para o VWF:RCo, VWF:Ag e ensaio
INNOVANCE VWF Ac, indicando auséncia de resposta significativa apds a
administracdo do DDAVP. Em contraste, o Paciente 2 apresentou uma resposta
robusta ao medicamento, com elevagbes marcantes nos niveis de VWF pelos
métodos VWF:RCo (de 63 para 133 na 12 hora), VWF:Ag (de 60 para 160) e
INNOVANCE (de 57,1 para 172,9), seguidas por uma redugédo parcial apds 4 horas,
sugerindo um padréao de resposta sustentada inicial com queda subsequente.
Similarmente, o Paciente 3 apresentou elevacao expressiva do VWF com todos os
métodos, especialmente no ensaio INNOVANCE VWF Ac (de 46,5 para 167 na 12
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hora), mas com menor declinio em 4 horas, evidenciando uma meia-vida funcional
mais prolongada do VWF. Esses achados reforgam a utilidade do DDAVP na
avaliagdo e tratamento da DvW, bem como a importdncia de considerar a

variabilidade individual nas decisdes terapéuticas.

Com base na hipotese de que o ponto de corte 0,7 € o mais indicado para uso na
rotina laboratorial com o método INNOVANCE VWF Ac, os resultados do estudo
sustentam essa escolha ao demonstrar que essa relagédo corresponde bem ao ponto
de corte de 0,6, previamente utilizado no método VWF:RCo, que sera
descontinuado. A concordéncia observada entre 0,6 no método VWF:RCo/VWF:Ag e
0,7 no método INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag, com apenas 5 individuos
discordantes (4%), reforca a adequacédo do ponto de corte de 0,7 para a nova
metodologia. O fato de o limite inferior de quantificagdo da técnica VWF:RCo ser alto
impactou no numero de individuos discordantes. Como o VWF:RCo apresenta um
“limite inferior de quantificacdo” mais alto do que o ensaio INNOVANCE VWF Ac,
uma abordagem diferente para situagbes especificas deste ensaio foi utilizada.
Pacientes apresentando atividade do VWF <10% pelo método de VWF:RCo e
VWF:Ag 219%, teoricamente, foram classificados como DvW tipo 2 (A/B/M) porque
teriam uma razdao VWF:RCo/VWF:Ag < 0,6 (embora a razao precisa nao possa ser
calculada). Como o “limite inferior de quantificagcdo” da atividade do VWF pelo
método VWF:RCo é 10%, nado é possivel determinar se a relagdo VWF:RCo/VWF:Ag
estava acima ou abaixo de 0,6 para pacientes com VWF:RCo <10% e VWF:Ag <19
%. Dessa forma, esses pacientes sao classificados como tendo ‘dificuldades de
classificagdo’. Se o0s resultados que tiveram essa interferéncia fossem
desconsiderados, somente 01 resultado seria, realmente, discordante para o ponto
de corte igual a 0,6 para ambas as relagdes; e somente 01 resultado seria
discordante para o ponto de corte 0,6 para VWF:RCo/VWF:Ag e 0,7 para
INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag. Para os pacientes com resultados discordantes,
com valores limitrofes ou razdes atividade-antigeno limitrofes, estudos adicionais
serdo uteis (incluindo ensaios de ligagdo de colageno) para determinar o
desempenho de cada metodologia e propor uma estratégia completa de

classificagao.
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Adicionalmente, a adogéo da relagdo INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag de 0,7 mantém
a especificidade desejada para diagndésticos mais precisos (COLPANI et al., 2023).
Embora a utilizagcdo de 0,6 em ambas as relagdes tenha apresentado resultados
semelhantes em termos de discordancias, a superioridade do método INNOVANCE
VWF Ac justifica a validagao e a aplicagdo de 0,7 como ponto de corte inicial. Essa
abordagem minimiza inconsisténcias e assegura a comparabilidade com as praticas
laboratoriais mais atuais. Assim, a implementagcdo do ponto de corte 0,7 deve ser
acompanhada de revisdes periddicas, permitindo ajustes baseados no desempenho
local, garantindo maxima eficiéncia e alinhamento com padrdes cientificos globais.
Uma das principais limitagbes deste estudo foi a auséncia de dados clinicos e
genotipicos dos pacientes incluidos na analise. Essa limitagdo decorre do
delineamento inicial da pesquisa, que teve como objetivo exclusivo a comparagao
analitica entre metodologias laboratoriais, sem previsdo de avaliacdo de
caracteristicas clinicas individuais (dispensa de TCLE). Uma outra limitagdo foi o
reduzido numero de amostras incluidas no presente estudo, principalmente daquelas

provenientes de pacientes em uso do DDAVP.

6 CONCLUSOES

Uma analise dos dados aqui apresentados permite as seguintes conclusoes:

a) O método automatizado INNOVANCE VWF Ac apresentou desempenho analitico
superior ao ensaio tradicional VWF:RCo. Dentre as principais vantagens observadas
destacam-se a maior precisao, a melhor reprodutibilidade e a menor suscetibilidade
a erros analiticos relacionados a execugdo manual. Além disso, o INNOVANCE VWF
Ac elimina a necessidade de reagentes biologicos instaveis, favorecendo a
padronizagdo diagndstica e atendendo as demandas atuais por automacido e
confiabilidade nos testes laboratoriais. Tais caracteristicas reforcam a aplicabilidade
clinica do ensaio automatizado como alternativa mais robusta e eficiente para o
diagndstico da Doencga de von Willebrand;

b) Os métodos INNOVANCE VWF Ac e VWF:RCo apresentaram excelente
concordancia analitica (Coeficiente de Spearman = 0,944, p<0,05 e ICC de 0,953
com 1C95% = 0,900-0,974);

d) O método INNOVANCE VWF Ac apresentou alta produtividade com automacgao e

interfaceamento;



48

c) Quanto a influéncia do grupo sanguineo e idade sobre os niveis de VWF, foi
observada uma tendéncia ao aumento desse fator nos individuos do grupo
sanguineo “Nao O” em comparagao aqueles do grupo “O”, bem como naqueles com
maior faixa etaria, confirmando achados prévios da literatura;

d) Apesar do n muito limitado de pacientes em uso de DDAVP, foi possivel observar
diferentes perfis de resposta, o que certamente implica nas decisdes terapéuticas.

e) A analise conjunta dos resultados obtidos no presente estudo justifica a adogao
do ponto de corte da relagdo INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag igual a 0,7 por conferir
a especificidade desejada para diagndsticos mais precisos, em consonancia com a
esperada superioridade do método INNOVANCE VWF Ac.

7 PERSPECTIVA DE ESTUDOS COMPLEMENTARES

O futuro do diagndstico e manejo da Doenga de von Willebrand (DvW) depende da
continua evolugao dos ensaios laboratoriais e do aprofundamento das investigagdes
genéticas. A pesquisa sobre subtipos raros da DvW sera essencial para validar a
precisdo dos novos ensaios em cenarios clinicos desafiadores, garantindo
diagndsticos mais confiaveis. Além disso, a revisao peridédica dos pontos de cortes
na relagcdo INNOVANCE VWF Ac/VWF:Ag permitira aprimorar a classificagcdo dos
casos, promovendo uma abordagem mais refinada na identificagdo da doenga. No
campo terapéutico, a personalizacdo do tratamento torna-se cada vez mais
relevante, com a necessidade de avaliar, por exemplo, o uso do DDAVP de acordo
com o perfil individual do paciente, levando em consideracdo a variabilidade na
resposta ao tratamento. O avango na compreensao das variantes genéticas e
influéncias ambientais contribuira para uma visdo mais ampla da DvW como um
espectro de disturbios hemorragicos, possibilitando intervengdes mais eficazes e
adaptadas as necessidades de cada paciente. Isso posto, perspectivas de estudos
visando o aperfeicoamento do diagnostico da DvW sao pertinentes e serdao bem-

vindas.
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Anexo A

TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA CIENTIFICA

Projeto: Avaliacio de metodologias automatizadas para o diagndstico da doenga de von Willebrand

Gostariamos de ofa) convidar a participar de um projeto de pesquisa. A participacio neste estudo &
voluntaria. Voo ndo terd nenhum gasto com participacdo no estudo. Voo tem o direito de escolher
ndo fazer parte ou desistir do estudo em qualguer momento, sem perda de qualguer atendimento
a gue tem direito na Fundagdo Hemominas.

Este projeto de pesquisa objetiva avaliar o desempenho de testes diagndstico para doenca de von
Willebrand, doenca causada por defeito em uma protelina gue ajuda a controlar os sangramentos.

Pediremios a vocé ceder um pouco de sangue (7 mi) para exames laboratoriais. A coleta de sangue
em citrato serd realizada no ato da doacdo, sem necessidade de nova puncdo. Assim, a obtengio da
amostra n3o acarretard em riscos adicionais além daqueles associados ao ato da doacio de sangue.

Este material serd separado e estocado no Laboratdrio de Hematologia do Hemocentro de Belo
Horizonte e serd usado apenas para os propostos na pesquisa. A amostra de sangue coletada serd
utilizada para dosagem da atividade do antigeno de von Willebrand. O resultado do seu teste,
guando disponivel, sera repassado para vocé pela equipe de estudo via email. Caso vocé tenha
dirvidas sobre o resultado, podera entrar em contado com a equipe de pesquisa. Caso haja alguma
alteracio significativa em seus exames, vocé serd encaminhado para atendimento no ambulatério
da Fundacdo Hemominas.

Existe uma peguena chance de que as informagtes coletadas sobre vocé (nome, sexo, idade, grupo
sanguineo ABD, e-mail) possam ter o sigilo guebrado. Entretanto, ser3o adotadas estratégias para
proteger sua privacidade. Suas amostras serdo tratadas de forma anonimizada no dmbito do
projeto, com uso de oddigos e apenas o coordenador terd acesso a identificacdo dos individuos,
sendo tal identificac®o mantida em ambiente restrito (gaveta com chave efou computador com
senha). Adicionalmente, apenas integrantes do projeto que assinaram o terma de compromisso
terdo acesso 4s amostras, bem como a0s dados gerados pelo projeto. Em caso de dano causado por
sua participacio na pesquisa, vocé tem direito a receber assisténcia integral, gratuita, inclusive
atendimento psicoldgion, pelo tempo que se fizer necessdrio, sem custos para vocé. E garantido ao
participante da pesguisa o direito de reqguerer indenizacd0 em caso de danos causados por sua
participag30 na pesgquisa.

Voceé ndo serd identificado quando o sangue coletado for utilizado, seja para propdsitos de
publicacdo dos resultados da pesquisa ou publicacfes educativas, garantindo a vocé sigilo e
privacidade. Este Termo de Consentimento deverd ser rubricado por vocé e pelo pesquisador
responsdvel pelo projeto. Este termo de Consentimento serd elaborado em duas vias, sendo uma
para o pesgiisador e outra para o vocs.

Vocé pode consultar a equipe do projeto a qualguer momento para tirar suas ddavidas. Os contatos
estio abaino. Além disso, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacdo Hemoninas. O CEP protege os participantes e estd aberto a tirar as suas dividas. Os
contatos do CEP também, estdo listados ao final desse documento.
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Declaragao de Consentimento
Declaro que fui informado sobre os métodos & meios de coleta de material a ser utilizado, os
problemas, riscos que podem vir @ GCoTrer em consequéndia da pesquisa. Dou meu consentimento

de fivre & espontanea vontade para que eu participe deste projeto de pesguisa.

Nome do participante:

Data

Assinatura do pesquisador

Contato com o pesquisador:
Telefone: [31) 3768—4567 — joao.henrigus @hemominas.mg.gov.br (lodo Henrique Fonseca

de Mowura) — Funda¢do Hemominas.

Contato do Comité de Ftica em Pesquisa da Fundac3o Hemominas — Telefone: [31) 3768
4689 — Email: cep@hemominas me.gov_br — Emderego: Alameda Ezequiel Dias, 321, 5anta
Efigénia, Belo horizonte, Minas Gerais
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de metodologias automatizadas para o diagndstico da doenga de von
Willebrand

Pesquisador: JOAO HENRIQUE FONSECA DE MOURA

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 64775822.8.0000.5118

Instituicao Proponente: FUND CENTRO HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: SIEMENS HEALTHCARE DIAGNOSTICOS S.A.

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.926.761

Apresentagao do Projeto:

“As informagdes elencadas nos campos “Apresentagéo do projeto”, “Objetivo da pesquisa” e “Avaliagdo de
riscos e beneficios” foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas do Projeto
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_2006426.pdf).

Segundo o disposto no documento PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_2006426.pdf, a

doencga de von Willebrand, coagulopatia hereditaria mais prevalente na populagéo, é de dificil diagnéstico, o
qual necessita de equipe, laboratérios e técnicas especializadas para ser executado. A realizagdo de
técnicas ndo automatizadas pode levar a uma variagéo intra e interlaboratorial que pode interferir
significativamente no diagnodstico da doenga, impactando nos indicadores da area da saude e na
qualidademde vida dos pacientes. Nesse sentido, busca-se a padronizagdo e implementacéo de testes
especializados para atendimento da demanda laboratorial dos centros especializados no diagnéstico de
coagulopatias hereditarias. O projeto, sob analise, surgiu sob a perspectiva de inovagdo e adequacgéo do
laboratério de Hematologia da Fundagdo Hemominas frente as novas recomendagdes e necessidades
impostas para investigagdo e acompanhamento de pacientes com doenca de von Willebrand. Nas novas
diretrizes ISTH 2021 para diagnéstico de doenga de von Willebrand ha recomendagéo do uso de ensaios
mais recentes (automatizados) para medir a atividade do fator de von Willebrand (VWF). Com o
desenvolvimento deste projeto de pesquisa espera-se avaliar e comparar diferentes técnicas laboratoriais
utilizadas para odiagnéstico da doenga de von Willebrand. Espera-se que os resultados alcangados

permitam que
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as informacgdes relativas ao ganho de produtividade, precisédo laboratorial e adequagdes aos protocolos
internacionais possam subsidiar decisdes técnicas futuras em relagdo a utilizagdo dos testes mais
adequados ao atendimento da demanda de diagndstico de pacientes. No presente estudo sera abordada
metodologia comparativa entre o método diagnostico automatizado (recomendagao “ASH ISTH NHF WFH
2021 Guidelines on the diagnosis of von Willebrand disease”) e o método ndo automatizado cofator de
ristocetina utilizado pelo laboratério de Hematologia. Serdo utilizadas 100 amostras de plasma: 20 amostras
normais (10 homens e 10 mulheres - se possivel algumas do grupo sanguineo "O") e 80 amostras
patoldgicas e de pacientes em investigagdo de doenca de Von Willebrand.

Critérios de inclusdo: Paciente com Doenga de Von Willebrand e em investigagao. Individuos doadores de
sangue maiores de 18 anos triados previamente.

Critérios de exclusdo: amostras com volume insuficiente.

Segundo o disposto no documento PB Informagdes Basicas do Projeto, havera a retengcéo de amostras para
armazenamento em banco.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Avaliar o desempenho analitico de ensaios de diagnéstico de pacientes com doenga de von Willebrand.

Objetivo Secundario:

Avaliar o desempenho analitico de kit comercial baseado na ligagao do Fator de von Willebrand a GPIb
recombinante em comparagédo com ensaio Cofator de Ristocetina e Fator de von Willebrand Antigeno (VWF-
Ag); Avaliar ganho de produtividade com a automacéo dos testes para diagnéstico da doenga de von
Willebrand; Avaliar os resultados positivos e negativos entre as duas técnicas (indice de concordancia)
considerando o guideline mais recente para diagndstico da doenga de von Willebrand; Avaliar a imprecisao
intralaboratorial das técnicas empregadas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Riscos reduzidos. As amostras biolégicas utilizadas nessa pesquisa serdo obtidas da rotina laboratorial e
nao havera recrutamento e coleta exclusivamente para a pesquisa. Nao havera dano direto ao paciente e os
resultados decorrentes do estudo serdo apresentados de forma agregada,
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nao permitindo a identificacdo individual dos participantes.

Beneficios:

Espera-se que os resultados alcangados permitam que as informagdes relativas ao ganho de produtividade,
precisao laboratorial e adequagbes aos guidelines internacionais possam subsidiar decisdes técnicas futuras
em relacao a utilizagéo dos testes mais adequados ao atendimento da demanda de diagndstico de
pacientes. Considerando o progresso da ciéncia e da tecnologia havera beneficios para o paciente e para a
comunidade na qual ele esta inserido.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

“Estudo nacional e unicéntrico para avaliar o desempenho analitico de ensaios de diagndstico de pacientes
com doenga de von Willebrand.

Patrocinador: SIEMENS HEALTHCARE DIAGNOSTICOS S.A.

Pais de origem: Brasil

Paises participantes: Brasil

Numero de participantes a serem incluidos no Brasil:100

NUmero de participantes a serem incluidos no mundo: Nao se aplica

Centros de pesquisa no Brasil: Fundagao Hemominas

Armazenamento de amostras em banco de material bioldgico no Brasil: Sim
Armazenamento de amostras em banco de material bioldgico fora do Brasil: Nao
Previséo de inicio do estudo: 01/02/2023

Previsdo de encerramento do estudo: 01/03/2024

Consideracées sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Fundamentados na Resolugdo CNS 466/12, os pesquisadores reiteram solicitagdo anterior relativa a
dispensa do TCLE valendo-se dos seguintes argumentos:

"Gostariamos de reforgar a solicitacdo de dispensa de TCLE para os pacientes a serem incluidos no estudo.
Tal solicitagdo se justifica com base na Resolugao 466/2012, ja que, a necessidade de aplicagdo do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido aumentaria os riscos de quebra de confidencialidade. As amostras de
pacientes serdo usadas de forma andnima e, o fato de nao haver recrutamento e coleta exclusiva para a
pesquisa minimiza os riscos, inclusive o de quebra de confidencialidade. Além disso, serdo adotadas
medidas para minimizar o risco de quebra de
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confidencia lidade, ja que, so integrantes do projeto estardo envolvidas diretamente e estdo cientes dos
cuidados. Esclarecemos ainda que, se houver discordancia significativa de resultados entre os métodos
para os pacientes, o pesquisador informara a chefia do laboratério de hematologia, que reportara para a
meédica coordenadora do ambulatorio. Esse procedimento € necesséario uma vez que os pesquisadores nao
terdo acesso a identificagéo dos pacientes, mas apenas a amostras codificadas. A chefia do Laboratorio de
Hematologia tera a relagao dos pacientes e respectivos codigos, sendo, portanto, capaz de identifica-los.
Cabe ressaltar que o acesso a identificagao dos pacientes por parte da chefia do laboratério ja ocorreria
independente do projeto.

Quanto as amostras de doadores, reconhecemos a necessidade de aplicagcdo do TCLE uma vez que havera
necessidade de identificagdo dos participantes e de coleta exclusiva para o projeto. Assim sendo,
apresentamos o TCLE para andlise do CEP Hemominas".

Face a solicitacdo e das justificativas apresentada, o CEP decidiu pela possibilidade de de dispensa do
TCLE nos seguintes termos:

Sobre a dispensa do TCLE, o item IV.8 da Resolugdo CNS n°466/12 afirma que: Nos casos em que seja
invidvel a obtengdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ou que esta obtengéo signifique riscos
substanciais a privacidade e confidencialidade dos dados do participante ou aos vinculos de confianga entre
pesquisador e pesquisado, a dispensa do TCLE deve ser justificadamente solicitada pelo pesquisador
responsavel ao Sistema CEP/CONEP, para apreciagcdo, sem prejuizo do posterior processo de
esclarecimento.

Considerando que os pesquisadores nao terdo acesso aos dados pessoais dos participantes e, ainda, que
ndo havera a utilizagédo de fontes secundarias que permitam a identificagdo dos participantes do estudo, a
obtengao do TCLE poderia, de fato, acarretar a quebra da privacidade e da confidencialidade dos dados de
tais participantes. Assim sendo, e considerando que no caso de divergéncia de diagnostico decorrente da
realizagao da nova técnica o pesquisador informara a chefia do laboratorio de hematologia que, por sua vez,
reportara para a médica coordenadora do ambulatério (ver documento declaracao_

de_concordancia(1).pdf), o CEP entende ser possivel a dispensa do TCLE referente aos pacientes.

Recomendagées:
Vide "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.
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Recomenda-se, também, a necessidade de alteracdo do cronograma para que o inicio da pesquisa se dé
apos a aprovagdo do CEP, ja que, consoante Resolugdo CNS 466/12, ndo seria possivel a analise e
emissdo de parecer sobre pesquisas ja iniciadas.

O cronograma podera ser atualizado por meio de emenda.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Em parecer anterior (n° 5.850.592), o CEP constatou o atendimento a diversas pendéncias levantadas como
condigdo para a aprovagao ética do projeto de pesquisa submetido a anélise, conforme abaixo:

“Trata-se de analise de resposta ao parecer pendente n° 5.761.950, emitido pelo CEP em 17/11/2022, no

qual constaram os seguintes apontamentos:

1- O cronograma de execugao aponta que o estudo seria iniciado em 03/11/2022 e terminaria em
03/08/2024. Todavia, o inicio do estudo dependeria da aprovagéo do CEP em obediéncia ao disposto na
Resolugdo CNS 466/12. Como o CEP né&o analisa projetos ja iniciados, mister se faz a alteragédo do
cronograma de forma que o inicio das atividades aconte¢a ap6s a aprovagdo do CEP Hemominas.

RESPOSTA: Foi realizada a adequag&o. O projeto ndo esta em execugao.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2- Quanto aos riscos, os pesquisadores informam que os riscos seriam reduzidos, sem explicita-los. Porém,
e considerando que, nos termos do item V da Resolugdo CNS 466/12, toda pesquisa com seres humanos
envolve risco em tipos e gradagdes variados, o CEP entende que os pesquisadores devem informar os
riscos envolvidos na realizagdo do estudo (a exemplo do risco de quebra de confidencialidade), bem como
as medidas a serem adotadas para minimiza-los.

RESPOSTA: Reconhecemos que existe risco de quebra de confidencialidade. Para minimizar esse risco as
amostras de pacientes serdo usadas de forma andnima, e o fato de ndo haver recrutamento e coleta
exclusiva para a pesquisa minimiza os riscos, inclusive o de quebra de confidencialidade. Ja as amostras de
doadores serdo coletadas apenas ap6s o consentimento livre
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e esclarecido. Essas amostras serdo tratadas de forma anonimizada no ambito do projeto, com uso de
cédigos e apenas o coordenador tera acesso a identificagao dos individuos, sendo tal identificagdo mantida
em ambiente restrito (gaveta com chave e/ou computador com senha). Adicionalmente, apenas integrantes
do projeto que assinaram o termo de compromisso terdo acesso as amostras, bem como aos dados gerados
pelo projeto.

A coleta de sangue em citrato sera realizada no ato da doagdo, sem necessidade de nova pungao. Assim, a
obtengdo da amostra ndo acarretara em riscos adicionais ao doador, além daqueles associados ao ato da
doagdo de sangue. O campo Riscos foi atualizado no formulario PB informagdes basicas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3- Recomenda-se a juntada do TCLE de todos os participantes (20 amostras normais -10 Homens e 10
mulheres - se possivel algumas do grupo sanguineo "O"; e 80 amostras patoldgicas e de pacientes em
investigacdo de doenga de Von Willebrand) e, se for o caso, do Termo de Assentimento (ver campo
"Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria").

RESPOSTA: Gostariamos de reforgar a solicitacdo de dispensa de TCLE para os pacientes a serem
incluidos no estudo. Tal solicitagao se justifica com base na Resolugéo 466/2012, ja que, a necessidade de
aplicagdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aumentaria os riscos de quebra de
confidencialidade. As amostras de pacientes serdo usadas de forma anonima e, o fato de nao haver
recrutamento e coleta exclusiva para a pesquisa minimiza os riscos, inclusive o de quebra de
confidencialidade. Além disso, serdo adotadas medidas para minimizar o risco de quebra de
confidencialidade, ja que, sé integrantes do projeto estardo envolvidas diretamente e estéo cientes dos
cuidados. Esclarecemos ainda que, se houver discordancia significativa de resultados entre os métodos
para os pacientes, o pesquisador informara a chefia do laboratério de hematologia, que reportara para a
médica coordenadora do ambulatoério. Esse procedimento é necessario uma vez que os pesquisadores nao
terdo acesso a identificagdo dos pacientes, mas apenas a amostras codificadas. A chefia do Laboratério de
Hematologia tera a relagio dos pacientes e respectivos cédigos, sendo, portanto, capaz de identifica-los.
Cabe ressaltar que o acesso a identificacao dos pacientes por parte da chefia do laboratério ja ocorreria
independente do projeto. Quanto as amostras de doadores, reconhecemos a necessidade
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de aplicacdo do TCLE uma vez que havera necessidade de identificacdo dos participantes e de coleta
exclusiva para o projeto. Assim sendo, apresentamos o TCLE para analise do CEP Hemominas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4 - Caso haja a utilizagao de amostras provenientes de grupo vulneravel (por exemplo menores de 18 anos),
solicita-se que os pesquisadores justifiquem a inclusao deste tipo de participante no estudo, tendo em vista
o disposto na Resolugdo CNS 466/2012.

RESPOSTA: As amostras dos pacientes serdo tratadas como an6nimas, sem olhar idade. Assim é possivel
que haja incluséo de pacientes menores de idade. O objetivo da pesquisa é avaliar novas tecnologias com
possibilidade de melhorar o diagndstico e acompanhamento de pacientes no futuro. Se formos consultar
para identificar pacientes menores de 18 anos haveria quebra de confidencialidade o que implicaria em
aumento dos riscos. O resultado da pesquisa sera util para todos, inclusive para menores de 18 anos, pois
propde avangos no diagndstico e acompanhamento dos pacientes de todas as idades. Diante do exposto,
avaliamos que os beneficios da possibilidade de inclusdo de pacientes menores de idade superam os
eventuais riscos. Em relagcdo aos doadores de sangue, serdo incluidos apenas maiores de 18 anos.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5 - Solicita-se que o pesquisador explicite qual resultado sera considerado como correto caso haja
discordancia entre os métodos e como os resultados serdo informados aos participantes da pesquisa.

RESPOSTA: Se houver discordancia significativa de resultados entre os métodos para os pacientes os
pesquisadores informardo a chefia do laboratério de hematologia, que reportara para a médica
coordenadora do ambulatério. Esse procedimento € necessario uma vez que os pesquisadores nao terdo
acesso a identificagdo dos pacientes, mas apenas a amostras codificadas. A chefia do Laboratério de
Hematologia tera a relagéo dos pacientes e respectivos codigos, sendo, portanto capaz de identifica-los.
Cabe ressaltar que que o acesso a identificacdo dos pacientes por parte da chefia do laboratério j& ocorreria
independente do projeto. Cabera a equipe médica interpretar os
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resultados dos testes laboratoriais em conjunto com a clinica do paciente. Os pesquisadores se colocaréo a
disposigao para prestar a equipe médica todos os esclarecimentos sobre os novos testes caso haja
necessidade.

Quanto aos doadores de sangue, os resultados seréo informados conforme explicitado no TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

6 - Considerando que ha previsdo de inclusao de participantes sem a doenga de von Willebrand (normais),

solicita-se a revisdo dos critérios de inclusdo.

RESPOSTA: Sera incluido nos “critérios de inclusédo” individuos candidatos a doagdo de sangue maiores de
18 anos triados previamente (triagem clinica).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

7 - Solicita-se que os pesquisadores esclarecam a forma de obten¢do das amostras de doadores de sangue
a serem utilizadas no projeto, bem como se as mesmas serao coletadas exclusivamente em decorréncia da
pesquisa, tendo em vista que usualmente a coleta de amostra biologica em anticoagulante citrato ndo é
obtida no ato da doagao de sangue. Caso haja a necessidade da coleta de amostras de doadores em citrato
exclusivamente para o estudo, solicita-se que os pesquisadores revejam a metodologia e considerem a
aplicagdo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aos participantes da pesquisa.

RESPOSTA: A coleta das amostras dos doadores seguira o padrao de coleta das amostras intituladas no
laboratdrio de hematologia como “pool de amostras para coagulagdo” que sdo obtidas conforme
POPT.GLA.LHEM-010. Assim sendo, as amastras serdo coletadas no ato da doagao, sem necessidade de
nova pungao. Por darmos tratamento individualizado para as amostras dessa pesquisa, aplicaremos o TCLE
(ver resposta pendéncia 3 complementar)

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA."

Todavia, pendéncia relacionada a explicitacdo da garantia de ressarcimento ainda se manteve. Assim,

restou consignado que: "8 - Quanto ao TCLE apresentado, o CEP Hemominas solicita, com

Endereco: Alameda Ezequiel Dias. 321
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fundamento no item 1V.3, h, da Resolugdo CNS 466/12 a explicitagdo da garantia de indenizagao diante de
eventuais danos decorrentes da pesquisa".

Em resposta, os pesquisadores informaram a modificagdo do TCLE nos seguintes termos:

"Resposta: Foi acrescentado a frase “E garantido ao participante da pesquisa o direito de requerer
indenizagdo em caso de danos causados por sua participagdo na pesquisa” ao TCLE."

Analise: Face a resposta, a pendéncia foi atendida.

Diante do atendimento das pendéncias levantadas, o projeto encontra-se aprovado.

Considerag6es Finais a critério do CEP:

“Prezado(a) pesquisador(a), seu projeto de pesquisa foi aprovado pelo CEP-Hemominas e, conforme
definido pela Resolugdo CNS 466/12 (item XI.2.d) e Resolugdo CNS 510/16 (art. 28, item V), deve ser
acompanhado por meio de relatorios parciais e final. Solicitamos que relatdrios parciais sejam apresentados
a esse CEP a cada 12 meses a contar a partir da data de aprovacéo do projeto na Plataforma Brasil. O
relatorio final deve ser apresentado assim que a pesquisa for encerrada. Os relatérios devem seguir o
padrao definido pelo Servigo de Pesquisa da Fundagdo Hemominas e o formulario a ser utilizado deve ser
solicitado pelo e-mail secretaria.pesquisa@hemominas.mg.gov.br. Os relatérios devem ser preenchidos,
assinados, digitalizados e submetidos na Plataforma Brasil como "Notificacao" para serem analisados pelo
CEP-Hemominas.”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 06/02/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2006426.pdf 11:10:13
Qutros CARTA_RESPOSTA_AS_PENDENCIA | 06/02/2023 |JOAO HENRIQUE Aceito

S _vW06_02_23.pdf 11:09:37 |FONSECA DE
MOURA
TCLE / Termos de | TCLE_VW.pdf 06/02/2023 |JOAO HENRIQUE Aceito
Assentimento / 11:08:23 |FONSECA DE
Justificativa de MOURA
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Auséncia TCLE_VW.pdf 06/02/2023 |JOAO HENRIQUE Aceito
11:08:23 |FONSECA DE
MOURA
Declaracao de declaracao_de_concardancia.pdf 06/12/2022 |JOAO HENRIQUE Aceito
concordancia 12:12:42 |FONSECA DE
MOURA
TCLE / Termos de | Solicitacao_de_Isencao_do_Termo_de_| 06/12/2022 |JOAO HENRIQUE Aceito
Assentimento / Consentimento_Livre_e_Esclarecido_v 09:25:23 |FONSECA DE
Justificativa de W.pdf MOURA
Auséncia
Outros CARTA_RESPOSTA_AS_PENDENCIA | 06/12/2022 | JOAO HENRIQUE Aceito
S_vW.pdf 09:19:55 |FONSECA DE
MOURA
Projeto Detalhado / | Projeto_von_Willebrand.pdf 06/12/2022 | JOAO HENRIQUE Aceito
Brochura 09:19:08 |FONSECA DE
Investigador MOURA
Outros Autorizacao_Previa_vW.pdf 31/10/2022 |JOAO HENRIQUE Aceito
08:51:59 |FONSECA DE
MOURA
Outros Biorrepositorio_vW.pdf 28/10/2022 | JOAO HENRIQUE Aceito
08:06:36 |FONSECA DE
MOURA
Outros termo_compromisso_vW.pdf 28/10/2022 |JOAO HENRIQUE Aceito
08:06:06 |FONSECA DE
MOURA
Folha de Rosto folnaDeRosto_vW.pdf 27/10/2022 |JOAO HENRIQUE Aceito
09:14:24 |FONSECA DE
MOURA

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 06 de Margo de 2023

Assinado por:
Maria Clara Fernandes da Silva
(Coordenador(a))
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CEP: 30.130-110
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ANEXO C

Diagnosis of von Willebrand Disease: comparison between conventional versus automated assays.

Carvalho, Maria das Gragasl; Moura, Jodo Henrique Fonsecal,2; Carvalho, Beatriz Nogueira2; Leonel,
Thais Cristine Rodrigues3; Chaves, Daniel Gongalves4

1.Department of Clinical and Toxicological Analysis, Faculty of Pharmacy, UFMG, Brazil; 2.Hemominas
Foundation - MG, Brazil; 3.Siemens - SP, Brazil; 4. Independent researcher

E.mails: mgcarvalho@farmacia.ufmg.br; joao.henrique@hemominas.mg.gov.br;
beatriz.carvalho@hemominas.mg.gov.br; thais.leonel@siemens-healthineers.com;
danielgcm@gmail.com

Introduction: One of the biggest challenges in diagnosing von Willebrand disease (VWD) is that the
traditionally used Ristocetin Cofactor (VWF:RCo) assay presents high variability, low sensitivity and
can be influenced by genetic variants. In addition, the test is highly laborious. The new ISTH 2021
guidelines for VWD diagnosis recommend the use of more recent assays. In this context, the
INNOVANCE VWEF: Ac kit, fully automated, has emerged.

Objective: To compare the analytical performance of the INNOVANCE VWF: Ac kit (automated
method) in relation to the VWF:RCo (Semi-automated method).

Methods: Plasma samples (n=124) from patients with VWD attended at Fundagdo Hemominas, Brazil,
were analyzed. The methods used to determine VWF were VWF:RCo, by aggregometry; INNOVANCE
VWEF: Ac and von Willebrand Factor Antigen (VWF:Ag), both by turbidimetry, followed by correlation
analyses. The study was approved by local Ethics Committee (CAAE:64775822.8.0000.5118) and
informed consent was obtained as required.

Results: Table 1 presents the medians (Q1-Q3) for VWF for the VWF:RCo, INNOVANCE VWF:Ac and
VWEF:Ag methods, as well as the ratios between the results of activity and VWF:Ag. Table 2 shows
strong correlation and agreement between the methods, reinforcing the analytical equivalence
between them. Compared to VWF:RCo, the reproducibility of INNOVANCE VWF: Ac was highlighted
by lower coefficients of variation, indicating greater consistency in the results and operational
robustness, in addition to ease of execution and greater sensitivity.

Table 1. Determination of VWF by VWF:RCo (Semi-automated method), by INNOVANCE VWF:Ac
(automated method) and VWF:Ag, and the ratios VWF:RCo / VWF:Ag and INNOVANCE VWF:Ac /
VWF:Ag.

Variables n=124
VWF:RCo

Median (Q1; Q3) 64.00 (40.25 ; 94.00)
INNOVANCE VWF:Ac

Median (Q1; Q3) 71.15(43.85; 105.15)
VWF:Ag

Median (Q1; Q3) 74.00 (46.75 ; 108.00)
VWF:RCo / VWF:Ag

Median (Q1; Q3) 0.90 (0.80; 1.00)
INNOVANCE VWF:Ac / VWF:Ag

Median (Q1; Q3) 1.00 (0.90; 1.10)

VWEF = von Willebrand Factor; VWF:RCo = Ristocetin Cofactor; INNOVANCE VWF:Ac=INNOVANCE
Antibody Kit; VWF:Ag = von Willebrand Factor Antigen; Q1=1st quartile; Q3=3rd quartile.
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Table 2. Correlations and intraclass correlation indices of agreement between the VWF:RCo,
INNOVANCE VWF:Ac and VWF:Ag methods.

Variables

Spearman correlation

Intraclass correlation indices of
agreement (ICA)

VWF:Ag x VWF:RCo

0.900*

0.903 (0,818 ; 0,891)"

VWF:Ag x INNOVANCE VWF: Ac

0.931*

0.949 (0,927 ; 0,964)"

VWF:RCo x INNOVANCE VWF: Ac 0.944*

0.953 (0,900; 0,974)"

*p-value <= 0.05 of Spearman's correlation test; **p-value <= 0.05 of ICA test; VWF:RCo = Ristocetin
Cofactor; INNOVANCE VWF:Ac = INNOVANCE Antibody Kit; VWF:Ag = von Willebrand Factor Antigen;

n=124.

The cutoff point of 0.6 for the VWF:RCo / VWF-Ag and INNOVANCE VWF:Ac / VWF-Ag ratios was the
most appropriate, being able to capture a greater number of concordant individuals and fewer

discordant individuals in relation to 0.7 (Table 3).

Table 3. Cutoff points for VWF:RCo/VWF:Ag and INNOVANCE VWF:Ac/VWF:Ag ratios.

Cutoff point Concordant Discordant
individuals individuals

0.6 for both 119 (96.0) 5 (4.0)

0.7 for both 113 (91.2) 11 (8.8)

Conclusion:

The analysis of the results allows us to conclude that the Innovance VWF:Ac assay is a superior
analytical alternative to the traditional Ristocetin Cofactor method for laboratory diagnosis of VWD,
which implies greater speed and quality in results with consequent benefits to patients.

Funding agencies: Fundagao Hemominas, MG, Brazil; CNPq (Brazil)
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ANEXO D
Fwd: ISTH 2025: Abstract Acceptance Notification - Poster Presentation

---------- Forwarded message ---------

De: ISTH Abstracts <abstracts@isth.org>

Date: qua., 26 de mar. de 2025 as 17:20

Subject: ISTH 2025: Abstract Acceptance Notification - Poster Presentation
To: mgcwanner@gmail.com <mgcwanner@gmail.com>

Dear Maria das Gragas Carvalho,

Thank you for submitting an abstract to the 33 Congress of the International Society on
Thrombosis and Haemostasis to be held in Washington, D.C., U.S. from June 21 — 25, 2025.
On behalf of the Scientific Program Committee and the Annual Congress Planning
Committee, we are pleased to inform you that the following abstract(s) have
been accepted for a Poster Presentation. This decision was based on reviews by multiple
experts in the field who assessed the scientific value of the content and its suitability for this

meeting.

Your presentation will be held live and onsite in Washington, DC. There will be no virtual
abstract presentations permitted. If you are not planning to attend in person, please change
the presenting author to a co-author who will be in person via your tasks by May 9, 2025 —
see below for more information.

POSTER PRESENTATION DETAILS

Presentation Title: Diagnosis of von Willebrand Disease: comparison between conventional

versus automated assays.
Abstract Presentation/Board Number: PB0156
Date and Time of Poster Presentation: 6/22/2025 at 13:45 — 14:45

Poster Location: Exhibition Hall (Note: Poster boards will be labeled by presentation

number in numerical order)

Please note that, due to many variables involved, we are not able to change presentation
dates or times. If you are unable to attend the above date and time, it is suggested that you

assign a new presenting author.



