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Resumo Executivo de Pareceres Técnico-Cientificos

Resumo

Contexto: O distlrbio do espectro da neuromielite 6ptica (DENMO) é uma condigdo rara, debilitante,
potencialmente fatal e autoimune que ataca predominantemente a medula espinhal e o nervo
Optico. A lesdo promovida pela doenca é associada com a presenca do AQP4-IgG na maioria
dos casos. Atualmente, o principal critério diagndstico para o DENMO tem como base a
publicagdo de 2015 do IPND. Em pacientes com DENMO, um diagndstico rapido e preciso é
crucial devido a fisiopatologia e ao curso da doenga e devido ao alto risco de incapacidade
acumulada apds cada surto. Os critérios diagndsticos de 2015 consideram o AQP4-IgG como
biomarcador, e apresentam uma melhor compreensdo das caracteristicas clinicas e
radioldgicas do DENMO, permitem um diagndstico preciso e a diferenciagdo de outras
doencas. Diante da relevancia do AQP4-IgG recomenda-se que a pesquisa do anticorpo deva
ser realizada no soro dos pacientes com apresentacdo clinica-radiolégica do DENMO por
método de alta sensibilidade e especificidade. Segundo o 2015 IPND e o consenso
latino-americano publicado em 2020, a imunofluorescéncia indireta em cell-based assay (CBA)
em soro é o teste preferencialmente recomendado devido a otimizagdo da detecgdo dos
autoanticorpos, com melhores resultados de sensibilidade e especificidade. No Brasil, dentro
do contexto do Sistema Unico de Satde, ndo existe um Protocolo Clinico e Diretriz Terapéutica
especifico para DENMO, ndo sendo utilizado nenhum teste especifico para identificacdo
desses pacientes.

Titulo/pergunta: O uso do teste de detec¢io de anticorpos anti-AQP4 por imunofluorescéncia
indireta em CBA é acurado para diagndstico do DENMO?

Recomendagao quanto ao uso da tecnologia: (x) Favor () Incerta () Contra

Populagdo-alvo: Pacientes com suspeita de DENMO.

Tecnologia: Teste de detec¢do em soro de anticorpos anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta CBA.
Comparadores: Sem restricdo de comparadores.
Local de utilizagdao da tecnologia: ambulatorial especializado e hospitalar

Recomendagao de agéncias internacionais de Avalia¢do de Tecnologias em Satide (ATS): devido 3 b
baixa prevaléncia da doenga em paises europeus, e nos paises de predominio de populagdo
branca, o NHS do Reino Unido recomenda a testagem em casos suspeitos e centraliza em um
Unico centro de referéncia a testagem. Nao encontramos recomendagdes e pareceres
especificos sobre a testagem de anti-AQP4 nas agéncias de avaliagdo de tecnologias em saude
de referéncia

Processo de busca e analise de evidéncias cientificas: Revisdo sistematica foi conduzida até
novembro de 2023 nas bases The Cochrane Library, EMBASE, MEDLINE via Pubmed e LILACS.
Buscas complementares foram conduzidas em listas de referéncias dos artigos identificados e
artigos de revisdo relevantes. Também foi realizada busca adicional pela literatura nacional e
cinza. Na construcdao de estratégias de buscas, descritores, palavras-chave e termos MeSH
foram utilizados para cada base de dado especificamente. Ndo foram utilizados limites de
idioma ou temporais.

Resumo dos resultados dos estudos selecionados: Foi incluida uma meta-anadlise e 12 estudos
individuais na revisdo. A meta-analise indicou que a sensibilidade e a especificidade estimadas
foram de 0,76 (1C95%: 0,67—0,82) e 0,99 (IC 95%: 0,97-0,99) para o CBA, 0,59 (IC 95%:
0,50-0,67) e 0,98 (IC 95%: 0,97— 0,99) para TBA e 0,65 (IC 95%: 0,53—0,75) e 0,97 (IC 95%:
0,96—0,99) para ELISA. Assim, o imunoensaio que apresentou melhor desempenho foi o CBA.
J4 os estudos individuais selecionados continham pelo menos um brago com CBA e diferentes
comparadores e, de modo geral, o ensaio CBA apresentou informagdes mais sensiveis e altos
valores de especificidade para pacientes com DENMO (incluindo andlise especifica de NMO).
Ainda, um estudo recente e que considera os critérios diagndsticos do 2015 IPND indicou que
o ensaio CBA apresentou sensibilidade de 94%, enquanto ELISA apresentou 60% e
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imunofluorescéncia indireta baseada em tecido 78%, e especificidade geral de 99,5% (versus
97% e 99,7%, respectivamente).

Qualidade da evidéncia (todas as comparagoes):

Sensibilidade () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Especificidade () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Acurécia () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Concordancia (vs ELISA e T-IFF) () Alta () Moderada ( ) Baixa (x) Muito baixa

Sintese de informagGes economicas: Um modelo de arvore de decisdo foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a custo-efetividade do teste de deteccdo de anticorpos anti-AQP4 por
imunofluorescéncia indireta em CBA para o diagndstico do disturbio do espectro da
neuromielite éptica. O comparador selecionado foram os critérios diagndsticos de 2015 para
DENMO. Foram considerados somente custos diretos. A avaliagdo foi conduzida sob a
perspectiva do SUS em um horizonte temporal de 1 ano. Foram desenvolvidas tanto a andlise
de sensibilidade univariada como a analise de sensibilidade probabilistica. Os resultados da
anadlise econdmica indicam que a incorporagdo do teste anti-AQP4 resultaria em um aumento
de custos de RS 122,33 por paciente diagnosticado quando comparado a conduta atual.
Considerando os resultados de diagndsticos corretos, o uso do teste proporcionou um
incremento de 22% na capacidade de diagnosticar um paciente corretamente, resultando em
uma RCEI calculada de RS 561,22. Uma analise de impacto orcamentario foi desenvolvida para
estimar a incorporagao do teste de anti-AQP4. O impacto foi desenvolvido em um horizonte de
tempo de 5 anos, sob a perspectiva do SUS, considerando apenas os custos relacionados ao
diagndstico dos pacientes. A populacdo elegivel foi estimada por funil epidemiolégico e foi
considerado um market-share de 100% para todos os anos, uma vez que ndo existe teste
especifico aprovado atualmente no SUS. Os resultados do impacto orgamentdrio sugerem que
a incorporacdo do teste trard um impacto incremental de aproximadamente RS 1,1 milhdes no
primeiro ano apds incorporacdo, e um total acumulado em 5 anos de aproximadamente RS 1,4
milhdes. Os resultados das anadlises de cendrio conduzidas demonstram que o impacto
incremental total em 5 anos pode variar de RS 544 mil a RS 2,5 milhdes.

Consideragoes finais: De modo geral, o ensaio CBA apresentou informagdes mais sensiveis e altos
valores de especificidade para pacientes com DENMO sendo uma importante ferramenta
diagnéstica, reforcando a necessidade de incorporagdo no contexto do SUS.
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1. Contexto

1.1 Objetivo do parecer

Teste de deteccdo de anticorpos anti-aquaporina 4 (AQP4) por imunofluorescéncia indireta em

cell-based assay (CBA) esta sendo proposto para a seguinte indicagdo:

Disturbio do espectro da neuromielite dptica

Diagndstico do disturbio do espectro da neuromielite dptica.

Este parecer tem como objetivo avaliar a acuracia e custo-efetividade do teste de detec¢do de
anticorpos anti-AQP4 em CBA para o diagndstico do disturbio do espectro da neuromielite

Optica (DENMO).



2.Descricao da doenca relacionada a utilizacao

da tecnologia

2.1 Neuromielite optica — visao geral

O Disturbio do Espectro da Neuromielite Optica (DENMO) anteriormente conhecido como
sindrome ou doenga de Devic ou apenas neuromielite 6ptica (NMO) é uma doenca inflamatdria
autoimune desmielinizante do sistema nervoso central (SNC), caracterizada por graves ataques
predominantes de neurite optica (NO) e/ou mielite transversa longitudinalmente extensa

(MTLE) e, em menor frequéncia, outras sindromes clinicas que afetam o cérebro e o tronco

encefalico. (1,2)

O DENMO afeta individuos em todo o mundo, no entanto, é possivel observar diferencas
significativas em populagdes, sendo as maiores taxas de prevaléncia e incidéncia em pacientes
ndo-brancos, principalmente negros e asiaticos. (3) O DENMO é uma doenca rara, com dados
globais indicando que a prevaléncia seja inferior a cinco casos por 100.000 habitantes. Para a
América Latina, a prevaléncia dessa condicdo varia de 0,37 casos por 100.000 habitantes
(dados de Volta Redonda- RJ, Brasil) até 10 casos por 100.000 habitantes (dados de ilhas
caribenhas- Martinica). (4) Em estudo recente que coletou dados de um centro em Belo
Horizonte entre janeiro de 2000 a fevereiro de 2019, a prevaléncia de DENMO foi estimada em
4,52 casos por 100.000 habitantes. (5) J& em estudo conduzido em Volta Redonda/Rio de
Janeiro a prevaléncia foi de 0,39 casos por 100.000 habitantes em um estudo que coletou

dados entre os anos de 2009 e 2017. (6)

Devido a sobreposi¢do de sindromes clinicas, o DENMO pode ser confundido com esclerose
multipla (EM), e por muitos anos foi considerada uma variante da EM. Dados da literatura
apontam que aproximadamente 40% dos pacientes acabam sendo diagnosticados, de forma
errada, com EM. (7,8) Contudo, a descoberta de um biomarcador de autoanticorpo patogénico
direcionado a aquaporina 4 (anticorpo imunoglobulina G anti-aquaporina-4 [AQP4-1gG]), no
inicio dos anos 2000, modificou o entendimento da fisiopatogenia da doenca o que permitiu
sua diferenciacdo definitiva da EM. (1,2,9) O AQP4-IgG estd presente em até 80% dos pacientes
com DENMO. (10)

A aquaporina 4 é expressa em grande quantidade no cérebro, medula espinhal e nervo éptico,
mas também em células epiteliais fora do SNC, como estébmago e rim, e atua facilitando o fluxo

bidirecional de agua entre as membranas celulares em resposta a gradientes osméticos.
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(11,12) Especificamente no cérebro, a aquaporina 4 localiza-se em regiGes em que ha contato
com o liquido cerebrorraquidiano, nos pés dos astrécitos em regiGes de barreira

hematoencefilica. (13)

A AQP4-1gG patogénico é produzida por células da linhagem B, especificamente uma

subpopulagido de células B CD19 positivas (CD19+) e CD20 negativas (CD20-) apresentando
propriedades morfoldgicas e fenotipicas de plasmablastos. (14) Quando o autoanticorpo

AQP4-1gG se liga ao receptor aquaporina 4, danifica o astrdcitos. Tal dano é mediado por
mecanismos dependentes e independentes de complemento. Com a perda da fung¢do dos
astrdcitos, ha auséncia de suporte para as células vizinhas, como neurdnios e oligodendrécitos.
Assim, de forma combinada se da a infiltracdo de granuldcitos, os danos aos oligodendrdcitos,

a desmielinizagdo e o dano neuronal. (15)

A manifestacdo clinica classica da NMO é caracterizada por surtos agudos recorrentes de
mielite transversa longitudinalmente extensa (MTLE) e/ou Neurites 6pticas O uni ou bilateral,
com recuperagao incompleta entre os surtos e alto risco de acumulo de sequelas e
incapacidade a cada surto, de tal forma que o quadro geral do paciente piora
significativamente apds cada episddio. (16) Assim, a cada surto hd acumulo do déficit
neurolégico, o que leva a incapacidade funcional por sequela motora, dor neuropatica,
insuficiéncia respiratdria, alteracdo de consciéncia, disfuncdo dos esfincteres anal e vesical
e/ou perda visual. (17,18) Quando n3o tratados, estima-se que cerca de 50% dos pacientes
estardo dependentes de cadeira de rodas e/ou cegos dentro de cinco anos. (13) Considerando
a gravidade das manifesta¢”oes clinicas e a epidemiologia da condicdo, o DENMO costuma
incapacitar individuos jovens adultos, em momentos de alta capacidade produtiva em todos os
aspectos da sua vida, levando a grave incapacidade, principalmente quando o diagndstico ndo

é realizado precocemente(16,21).

Com relagdo ao tratamento da DENMO, o objetivo principal é prevenir os surtos e reduzir a
gravidade de forma a diminuir os graves prejuizos neuroldgicos que resultam dos surtos

sucessivos. (19,20) Até o momento ndo existe cura. (21)

De acordo com o consenso latino-americano de manejo e tratamento de DENMO, publicado
em 2020, recomenda-se o uso de corticosteroide metilprednisolona intravenoso nos surtos
agudos com o objetivo de reduzir a inflamagdo do sistema nervoso, seguido do curso de
corticosteroide oral por duas a oito semanas, de acordo com a gravidade do surto.

Frequentemente ha necessidade de plasmaférese, quando hd resposta parcial ao tratamento



com metilprednisolona intravenosa. (22) Para a prevencdo de surtos em longo prazo,
recomenda-se o inicio precoce de terapia imunossupressora com o objetivo de reduzir a
atividade da doenga. (22) O mesmo consenso recomenda, na falha ou resposta subdtima aos
imunossupressores utilizados na pratica clinica, o uso de inebilizumabe, eculizumabe,

ravulizumabe, satralizumabe. (22)

2.2 Diagndstico

Os primeiros critérios diagndsticos para a NMO foram descritos em 1999 nos Estados Unidos, a
partir da observacdo de pacientes acompanhados na Clinica Mayo. (23) Em 2004, a presenca
de um anticorpo especifico da classe IgG no soro de pacientes com NMO e EM éptico-espinhal
asiatica foi reportada, e sua alta especificidade permitiu a diferenciacdo definitiva da EM. (23)
Nos anos subsequentes, descobriu-se que o anticorpo se ligava seletivamente ao canal de
aquaporina 4. Observou-se ainda que um maior niumero de pacientes positivos para anti-AQP4
ndo se encaixavam nos critérios vigentes o que levou a revisdo dos critérios diagndsticos de
2006. (24) Assim, em 2007, o termo DENMO foi introduzido para incluir pacientes soropositivos
para AQP4-1gG com formas limitadas ou inaugurais de NMO (por exemplo, primeiro surto de

MTLE ou NO bilateral ou recorrente) que apresentavam alto risco de surtos futuros. (25)

Novas descobertas relacionadas a doenca levaram novamente a necessidade de atualizar os
critérios diagndsticos. Assim, em 2015, o International Panel for NMO diagnosis (2015 IPND)
publicou os critérios que sdo vigentes ainda hoje e que permitiram unificar os termos NMO e
DENMO. (9,20) Dado o grau de incerteza do diagnéstico e potencial heterogeneidade para
pacientes com DENMO negativo, os critérios foram desenvolvidos considerando tanto
pacientes com e sem o AQP4-IgG. Ainda, uma categoria adicional do DENMO com status
desconhecido de AQP4-IgG pode ser utilizada para pacientes cujo teste soroldgico ndo estd

disponivel. (20)

Destaca-se que o 2015 IPND é o principal critério diagndstico para DENMO (Tabela 1), sendo
recomendado para diagndstico em pessoas com quadros suspeitos também pelo consenso
latino-americano publicado em 2020. (20,22) Os critérios permitem que a DENMO seja
diagnosticada na ocorréncia de, pelo menos, uma das seis caracteristicas clinicas maiores e
deteccdo do AQP4-IgG. Para pacientes sem deteccdo de AQP4-1gG ou sem teste disponivel, os
critérios para diagndsticos sdao mais rigorosos, incluindo a ocorréncia de duas ou mais

caracteristicas clinicas maiores e outros critérios adicionais de ressonancia magnética. (20)



Tabela 1. Critérios diagndsticos da DENMO.

Critérios
diagndsticos para
DENMO com
AQP4-IgG positivo

Critérios
diagndsticos para
DENMO sem
AQP4-1gG positivo ou
com status
desconhecido

Caracteristicas
clinicas maiores

Requisitos adicionais
de RNM para
DENMO sem
AQP4-1gG e DENMO
com status AQP4-1gG
desconhecido

1. Pelo menos uma caracteristica clinica maior
2. Teste positivo para AQP4-IgG usando o melhor método de deteccao
disponivel
3. Exclusdo de diagnosticos alternativos

1. Pelo menos duas caracteristicas clinicas maiores ocorrendo como
resultado de um ou mais recidivas clinicas e de acordo com todos os
seguintes requerimentos:
a. Pelo menos uma caracteristica clinica maior deve ser neurite dptica,
lesdes longitudinalmente extensas de mielite transversa ou
sindrome de drea postrema
b. Disseminagdo no espac¢o (duas ou mais caracteristicas clinicas
principais diferentes)
c. Preenchimento dos critérios adicionais da RNM, se aplicavel
2. Teste negativo para AQP4-1gG usando o melhor método de detecgdo
disponivel ou teste ndo disponivel
3. Exclusdo de diagndsticos alternativos

1. Neurite dptica
2. Mielite aguda
3. Sindrome de area postrema: episddio de solugos inexplicaveis ou nduseas
e vOmitos
4. Sindrome aguda do tronco cerebral
5. Narcolepsia sintomatica ou sindrome clinica diencefalica aguda com
lesdes diencefalicas tipicas de DENMO na RNM
6. Sindrome cerebral sintomdtica com lesdes cerebrais tipicas de DENMO

1. Neurite Optica Aguda: requer RNM cerebral mostrando (a) achados
normais e apenas lesdes ndo-especificas de substancia branca OU (b)
RNM do nervo éptico com lesdo hiperintensa T2 ou lesdo em T1 com

captacgdo gadolineo, que se estenda por mais de metade do comprimento
do nervo 6ptico ou que envolva o quiasma éptico
2. Mielite Aguda: requer associagdo com lesdo intramedular que se estenda
por trés segmentos contiguos (lesdes longitudinalmente extensas de
mielite transversa) ou pelo menos trés segmentos contiguos de atrofia
focal da medula espinhal em pacientes com histéria compativel com
mielite aguda
3. Sindrome de area postrema: requer associa¢do com lesdes na area
postrema e regido dorsal do bulbo
4. Sindrome de tronco cerebral aguda: requer lesGes periependimais no
tronco cerebral

Fonte: Wingerchuk, 2015 (20) DENMO: disturbio do espectro da neuromielite dptica; AQP4-IgG: imunoglobulina G

anti-aquaporina-4; RNM: ressondncia nuclear magnética.

O AQP4-IgG é considerado um biomarcador sérico da doenga. Destaca-se que diferentes

métodos podem ser utilizados para a sua deteccao, como imunofluorescéncia indireta em



tecido, ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) e CBA, sendo o ultimo preferencialmente

recomendado pelas principais diretrizes clinicas para DENMO. (16,20,22)

2.3 Necessidades médicas nao atendidas

O DENMO ¢é uma condicdo rara, debilitante, potencialmente fatal e autoimune que ataca e
compromete as fung¢des predominantemente da medula espinhal e do nervo éptico. A lesao

promovida pela doenca é associada com a presenca do AQP4-IgG. (7)

Atualmente, o principal critério diagndstico para o DENMO tem como base a publicacdo de
2015 do IPND, que desenvolveu critérios diagndsticos revisados. (20,22) E importante lembrar
gue até 2006 (24,25) o comprometimento do nervo éptico e medula éssea eram mandatoérios
para o diagnéstico de NMO (de acordo com os critérios da época), na auséncia de sintomas
cerebrais. Contudo, a publicacdo do 2015 IPND (20) inclui sindrome de &area postrema,
sindrome aguda do tronco cerebral, sindrome clinica diencefalica aguda, sindrome cerebral
sintomatica, além de NO e mielite aguda, sugerindo uma nova nomenclatura a partir do termo
unificado DENMO, que pode ser estratificado de acordo com o teste soroldgico para AQP4-1gG.

(20,22)

Em pacientes com DENMO, um diagndstico rapido e preciso é crucial devido a fisiopatologia e
ao curso da doenga e devido ao alto risco de incapacidade acumulada apds cada surto. (26)
Ainda, como o numero de surtos é correlacionado ao acimulo de incapacidade, além de maior
utilizacdo de recursos em saude, a importancia de se estabelecer um diagndstico preciso em

tempo habil torna-se ainda mais critico. (7)

Como dito anteriormente, a literatura ainda aponta que aproximadamente 40% dos pacientes
com DENMO sdo inicialmente diagnosticados com EM. (7) Contudo, a distingdo entre as
doengas é critica uma vez que os tratamentos para a EM (como betainterferona, fingolimode,
natalizumabe e alentuzumabe) ndo sdo eficazes na prevengdo dos surtos e podem agravar a

atividade da doenca em pacientes com DENMO. (16)

Nesse cendrio, os novos critérios diagndsticos que consideram o AQP4-IgG como biomarcador,
bem como uma melhor compreensdo das caracteristicas clinicas e radiolégicas do DENMO,

permitem um diagndstico preciso e a diferenciacdo de outras doencas. (2)

A descoberta do anticorpo anti-AQP4 revolucionou o diagndstico e a abordagem terapéutica

do DENMO. (1,2) E diante de sua relevancia, recomenda-se que a pesquisa do anticorpo deva



ser realizada no soro dos pacientes com apresentacdo clinica-radiolégica do DENMO por
método de alta sensibilidade e especificidade. (27) Os métodos disponiveis incluem a pesquisa
através da técnica tecidual de imunofluorescéncia, o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA) e técnicas baseadas em células (CBA). Segundo o 2015 IPND e o consenso
latino-americano publicado em 2020 (20,22), o CBA em soro é o teste preferencialmente
recomendado devido a otimiza¢do da detecgdo dos autoanticorpos, com melhores resultados
de sensibilidade e especificidade. Ainda, segundo o painel, o teste de imunofluorescéncia
indireto em tecido e ELISA apresentam baixa sensibilidade (78% e 60%, respectivamente),
levando a resultados falso-positivos (0,5% a 1,3% para ELISA), muitas vezes em baixa titulacdo,
sendo recomendada cuidado na interpretacdo dos resultados caso esses testes venham a ser

utilizados. (20,22)

Embora a literatura aponte a maior sensibilidade da técnica CBA, seu acesso é limitado a
poucos centros. (3) No Brasil, dentro do contexto do Sistema Unico de Satde (SUS), ndo existe
um Protocolo Clinico e Diretriz Terapéutica especifico para DENMO, ndo sendo utilizado,
obrigatoriamente, nenhum teste especifico para identificacdo desses pacientes. Na Saude
Suplementar, o teste de AQP4 (pesquisa e/ou dosagem) apresenta cobertura obrigatdria para
investigacdao diagndstica de NMO quando for solicitado por neurologista e preenchido pelo

menos um dos seguintes critérios: (28)

a. Pacientes com neurite 6tica, mielite aguda, sindrome da area postrema (solucps,

nausea/vomitos com exclusdo de outras causas) ou sindrome aguda de tronco cerebral;

b. Pacientes com sindrome diencefalica aguda, narcolepsia ou sindrome cerebral

sintomatica com lesGes compativeis pela ressonancia magnética.

Com base no exposto e em linha com as principais recomendacdes especificas para a doenga,
destaca-se a necessidade de incorporacao do teste de detec¢do de anticorpos anti-AQP4 em

CBA para a confirmacdo do diagnéstico do DENMO, dentro do contexto clinico apropriado.



3. Descricao da tecnologia proposta

No cendrio atual, o teste anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta em células transfectadas

da EUROIMMUN é o Unico teste para detec¢do de AQP4-1gG registrado no Brasil (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas do produto.

Formato

Anticorpos anti Substrato Espécies

Referéncia N2 A
Laminas x Campos

células 10 x 03 (030)
FA 1128-1005-50
Aquaporina-4 s EU 90 10 x 05 (050)
FA 1128-1010-50 controle de

transfeccdo 10 x 10 (100)

Fonte: Instrugdes para o teste de imunofluorescéncia indireta. (29)

O dispositivo de teste fornece uma determinagao qualitativa ou semiquantitativa, in vitro de
anticorpos humanos da AQP4-IgG em amostras de pacientes para apoiar o diagndstico do

DENNMO. (29) O conteldo para o teste encontra-se descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Contetido de um dispositivo de teste para 50 resultados (ex. FA 1128-1005-50).

Descri¢do Formato

Laminas, cada uma contém 5 x 2 BIOCHIPs revestidos com AQP-4-transfectada a

e controle de células transfectadas 101aminas
IgG anti-humana marcada com FITC, pronta para usar 1x 1,5 ml
Controle positivo: anti aquaporina-4, humano, pronto para usar 1x0,1ml
Controle negativo: autoanticorpos-negativo, humano, pronto para usar 1x0,1ml
Sal para PBS pH 7,2 2 pacotes
Tween 20 2x2,0ml
Meio de montagem, pronto para usar 1x3,0ml
Lamelas (62 mm x 23 mm) 12 unidades

Fonte: InstrugBes para o teste de imunofluorescéncia indireta. (29)



Células que expressam canais de AQP4 s3ao incubadas com uma amostra de soro diluido  do
paciente. Se a reacdo for positiva, os anticorpos especificos das classes IgA, 1gG e IgM ligam-se
aos antigenos. Em uma segunda etapa, os anticorpos ligantes sdo corados com anticorpos
anti-humanos marcados com fluoresceina (FITC) e tornam-se visiveis com um microscopio de

fluorescéncia. (29)

Em caso de reacgdo positiva os anticorpos anti-AQP4 reagem com as células transfectadas do
substrato, induzindo uma fluorescéncia granular plana, lisa e fina da célula com alguma
acentuacdo da membrana celular. A drea do nucleo celular é apenas ligeiramente corada. Se
todas as células ficam coradas, ou seja, também as células transfectadas de controle, estdo
presentes anticorpos contra outros antigenos das células. Por outro lado, se o controle positivo
nao apresentar nenhum padrao de fluorescéncia especifico ou o controle negativo apresentar
uma fluorescéncia especifica evidente, os resultados ndo podem ser utilizados e o teste precisa

ser repetido. (29)

A avaliacdo qualitativa recomendada pode ser observada na Tabela 4.

Tabela 4. Avaliagao qualitativa.

Reatividade anti-AQP4 (IgG) Avaliacio

(soro/plasma)

Negativo. Ndo foram detectados anticorpos anti AQP-4 nas amostras

Nenhuma reagdo a 1:10 .
dos pacientes.

Reacdo positiva a 1:10 Positivo. Indicagdo de NMO ou DENMO

Fonte: Instrugdes para o teste de imunofluorescéncia indireta. (29) NMO: neuromielite 6ptica; DENMO: disturbio do

espectro da neuromielite dptica.

3.1 Prego proposto para incorporagao

O preco proposto para incorporacdo do teste anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta em

células transfectadas da EUROIMMUN é de RS 122,33 por teste.



4. Evidéncias cientificas

4.1 Questao do estudo

Para a revisao da literatura, a questdo de pesquisa foi estruturada no formato PICO (Tabela 5).

Tabela 5. Questao estruturada no formato PICO.

P - Populagio Pacientes com disturbio do espectro da neuromielite dptica

| - Intervengao Teste de detecgdo de anticorpos anti-aquaporina 4 por imunofluorescéncia
indireta em CBA

C - Comparagao Sem restricao de comparador

O - Desfechos Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,
acuracia, razao de verossimilhanga positiva e razdo de verossimilhanga negativa

Desenho de Estudo  RevisGes sistematicas com ou sem meta-analise, ensaios clinicos randomizados
e estudos observacionais

CBA: cell-based assay.

Pergunta: O uso do teste de detecgdo de anticorpos anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta

em CBA ¢é acurado para diagnéstico do DENMO?

4.1.1 Intervengdo

Teste de deteccdo em soro de anticorpos anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta em células

transfectadas (CBA).

4.1.2 Populagao

Pacientes com suspeita de DENMO.

4.1.3 Comparagao

Sem restricdo de comparadores.



Atualmente ndo ha um teste especifico para diagndstico do DENMO no SUS. Dado que,
segundo guidelines o diagndstico da doenca é realizado pela presenca de pelo menos uma de
seis caracteristicas clinicas maiores (neuromielite dptica, mielite aguda, sindrome da drea
postrema, sindrome do tronco cerebral aguda, sindrome diencefalica aguda e sindrome cortical
sintomatica) associado a detec¢do de anticorpos anti-AQP4 para uma detecgdo precisa e que

nao ha alternativa para tal teste no SUS, optou-se pela ndo restricao de comparadores.

4.2 Estratégia de busca

4.2.1 Fontes de dados

Buscaram-se revisdGes sistematicas com ou sem meta-andlise, ensaios clinicos randomizados
(ECRs) e estudos observacionais que avaliaram o uso do teste de detec¢do de anticorpos
anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta em CBA no diagndstico do DENMO. As buscas
eletronicas foram realizadas até novembro de 2023 nas bases de dados: The Cochrane Library,
MEDLINE via Pubmed, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) e

Embase (Anexo 3).

Buscas complementares foram conduzidas em websites de agéncias de Avaliacdo de
Tecnologias em Saude (ATS) e instituicGes correlatas e suas bases de dados. Mecanismos de
busca incluiram adicionalmente Google® e outras ferramentas online. Buscas eletronicas foram
complementadas por buscas manuais de referéncias bibliograficas e abstracts de publicacbes

selecionadas.

4.2.2 \Vocabulario controlado

Na construcdo de estratégias de buscas, descritores, palavras-chave e termos MeSH foram
utilizados para cada base de dado especificamente (Tabela 6). Ndo foram utilizados limites de

idioma ou temporais. As estratégias de buscas encontram-se descritas na Tabela 7.



Tabela 6. Termos utilizados nas estratégias de busca.

Base Linha da Patologia

("Neuromyelitis Optica"[Mesh] OR "Neuromyelitis Optica" OR "NMO Spectrum Disorder" OR
"NMO Spectrum Disorders" OR "Neuromyelitis Optica (NMO) Spectrum Disorder" OR
"Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders" OR "Devic Neuromyelitis Optica" OR "Devic
Neuromyelitis Opticas" OR "Neuromyelitis Optica, Devic" OR "Neuromyelitis Opticas, Devic" OR
"Devic's Disease" OR "Devics Disease" OR "Disease, Devic's" OR "Devic Disease" OR "Disease,

Linha da Intervengao

("anti-aquaporin 4 autoantibody" [Supplementary Concept]) OR
"anti-aquaporin 4 autoantibody" OR "aquaporin 4 autoantibody" OR
"Anti-AQP4 autoantibodies" OR "anti-aquaporin 4 antibody" OR

PUBMED Devic" OR "Devic Syndrome" OR "Syndrome, Devic" OR "Devic's Syndrome" OR "Devics Syndrome" ATtI_AQM a"utoalr'1t|body OR Antl—aq.uapot:'mll a‘EJtoavntlbodles' OR
B Cn e~ . o e~ " s AQP4-Ab" OR "aquaporind autoantibody" OR "Anti-aquaporin
OR "Syndrome, Devic's" OR "Devic's Neuromyelitis Optica" OR "Devics Neuromyelitis Optica" OR e el B A e T Ee e
"Neuromyelitis Optica, Devic's" OR "Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder" OR "Neuromyelitis
Optica (NMO) Spectrum Disorders")
LILACS ("Neuromielite Optica" OR "Neuromyelitis Optica" QR "Neuromielitis Optica" OR "Doenca de ("anticorpo anti-aquaporina 4" OR "anti-aquaporin 4 autoantibody" OR
Devic" OR "Neuromielite Optica de Devic") "AQP4-Ab")
BIBLIOTECA #1 MeSH descriptor: [Neuromyelitis Optica] explode all trees
COCHRANE . . - . . . - .
2 "Disease, Devic" OR "Neuromyelitis Opticas, Devic" OR "Devic Neuromyelitis Optica" OR
"NMO Spectrum Disorders" OR "Neuromyelitis Optica (NMO) Spectrum Disorders" OR "Devics #4 "anti-aquaporin 4 autoantibody" OR "aquaporin 4
Neuromyelitis Optica" OR "NMO Spectrum Disorder; Syndrome, Devic" OR "Neuromyelitis Optica autoantibody" OR "Anti-AQP4 autoantibodies" OR "anti-aquaporin 4
(NMO) Spectrum Disorder" OR "Devic Disease" OR "Neuromyelitis Optica, Devic's" OR "Devics antibody" OR "Anti-AQP4 autoantibody" OR "Anti-aquaporin4
Disease" OR "Devic's Syndrome" OR "Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders" OR autoantibodies" OR "AQP4-Ab" OR "aquaporin4 autoantibody" OR
"Neuromyelitis Optica, Devic" OR "Devics Syndrome" OR "Disease, Devic's" or "Neuromyelitis "Anti-aquaporin 4 autoantibodies" OR "Anti-aquaporin4 autoantibody"
Optica Spectrum Disorder" OR "Syndrome, Devic's" OR "Devic Neuromyelitis Opticas" OR "Devic's
Disease" OR "Devic Syndrome" OR "Devic's Neuromyelitis Optica"
#3 #1 OR #2
EMBASE ('myelooptic neuropathy'/exp OR 'devic disease' OR 'devic syndrome' OR 'myelooptic neuropathy' (‘aquaporin 4 antibody'/exp OR 'aqp4 ab' OR 'agp4 antibody' OR 'anti

OR 'myeloopticoneuropathy' OR 'myeloptico neuropathy' OR 'myelopticoneuropathy' OR
‘neuromyelitis optica' OR 'neuromyelitis optica spectrum disorder' OR 'neuropticomyelitis' OR
'optic neuromyelitis')

aquaporin 4' OR 'anti aquaporin 4 antibodies' OR 'anti aquaporin 4
antibody' OR 'aquaporin 4 antibodies' OR 'aquaporin 4 antibody')

LILACS: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude.

coD



Tabela 7. Estratégias de busca.

PUBMED

. BUSCA SIMPLES

(("Neuromyelitis Optica"[Mesh] OR "Neuromyelitis Optica" OR "NMO Spectrum Disorder" OR "NMO
Spectrum Disorders" OR "Neuromyelitis Optica (NMO) Spectrum Disorder" OR "Neuromyelitis Optica
Spectrum Disorders" OR "Devic Neuromyelitis Optica" OR "Devic Neuromyelitis Opticas" OR
"Neuromyelitis Optica, Devic" OR "Neuromyelitis Opticas, Devic" OR "Devic's Disease" OR "Devics
Disease" OR "Disease, Devic's" OR "Devic Disease" OR "Disease, Devic" OR "Devic Syndrome" OR
"Syndrome, Devic" OR "Devic's Syndrome" OR "Devics Syndrome" OR "Syndrome, Devic's" OR "Devic's
Neuromyelitis Optica" OR "Devics Neuromyelitis Optica" OR "Neuromyelitis Optica, Devic's" OR
"Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder" OR "Neuromyelitis Optica (NMQ) Spectrum Disorders"))
AND (("anti-aquaporin 4 autoantibody" [Supplementary Concept]) OR "anti-aquaporin 4
autoantibody" OR "aquaporin 4 autoantibody" OR "Anti-AQP4 autoantibodies" OR "anti-aquaporin 4
antibody" OR "Anti-AQP4 autoantibody" OR "Anti-aquaporin4 autoantibodies" OR "AQP4-Ab" OR
"aquaporin4 autoantibody" OR "Anti-aquaporin 4 autoantibodies" OR "Anti-aquaporin4
autoantibody"))

Resultados: 531 titulos.

LILACS

= BUSCA SIMPLES

(("Neuromielite Optica" OR "Neuromyelitis Optica" OR "Neuromielitis Optica" OR "Doenca de Devic"
OR "Neuromielite Optica de Devic") AND ("anticorpo anti-aquaporina 4" OR "anti-aquaporin 4
autoantibody" OR "AQP4-Ab"))

Resultados: 3 titulos.
COCHRANE

] BUSCA SIMPLES

#1 MeSH descriptor: [Neuromyelitis Optica] explode all trees

#2 "Disease, Devic" OR "Neuromyelitis Opticas, Devic" OR "Devic Neuromyelitis Optica" OR
"NMO Spectrum Disorders" OR "Neuromyelitis Optica (NMO) Spectrum Disorders" OR "Devics
Neuromyelitis Optica" OR "NMO Spectrum Disorder; Syndrome, Devic" OR "Neuromyelitis Optica
(NMO) Spectrum Disorder" OR "Devic Disease" OR "Neuromyelitis Optica, Devic's" OR "Devics
Disease" OR "Devic's Syndrome" OR "Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders" OR "Neuromyelitis
Optica, Devic" OR "Devics Syndrome" OR "Disease, Devic's" or "Neuromyelitis Optica Spectrum
Disorder" OR "Syndrome, Devic's" OR "Devic Neuromyelitis Opticas" OR "Devic's Disease" OR "Devic

Syndrome" OR "Devic's Neuromyelitis Optica"

#3 #1 OR #2

#4 "anti-aquaporin 4 autoantibody" OR "aquaporin 4 autoantibody" OR "Anti-AQP4
autoantibodies" OR "anti-aquaporin 4 antibody" OR "Anti-AQP4 autoantibody" OR "Anti-aquaporin4
autoantibodies" OR "AQP4-Ab" OR "aquaporin4 autoantibody" OR "Anti-aquaporin 4 autoantibodies"
OR "Anti-aquaporin4 autoantibody"

#5 #3 AND #4

Resultados: 0 titulos (revisao completa).

EMBASE




= BUSCA SIMPLES

('myelooptic neuropathy'/exp OR 'devic disease' OR 'devic syndrome' OR 'myelooptic neuropathy' OR
'myeloopticoneuropathy' OR 'myeloptico neuropathy' OR 'myelopticoneuropathy' OR 'neuromyelitis
optica' OR 'neuromyelitis optica spectrum disorder' OR 'neuropticomyelitis' OR 'optic neuromyelitis')
AND ('aquaporin 4 antibody'/exp OR 'aqp4 ab' OR 'agp4 antibody' OR 'anti aquaporin 4' OR 'anti
aquaporin 4 antibodies' OR 'anti aquaporin 4 antibody' OR 'aquaporin 4 antibodies' OR 'aquaporin 4
antibody')

Resultados: 4.101 titulos.

LILACS: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude.

4.3 Critérios de selegao e exclusao dos artigos

Foram incluidos artigos na integra que atenderam as seguintes caracteristicas:
* RevisOes sistematicas com ou sem meta-analises, ECRs e estudos observacionais;

¢ Que avaliaram o teste de deteccdo de anticorpos anti-AQP4 por imunofluorescéncia

indireta em CBA (em soro) no diagndstico do DENMO.

Alguns critérios de exclusdo foram estabelecidos: estudos de delineamento de revisGes
narrativas, relatos ou séries de casos, ensaios pré-clinicos (com modelos animais) e estudos de

farmacocinética ou farmacodinamica.

4.4 Critérios de qualidade

Dois revisores realizaram a busca nas bases de dados utilizando a estratégia previamente
definida e selecionaram os estudos para inclusdo na revisdo. Planejou-se, inicialmente, que,
nos casos em que nao houvesse consenso, um terceiro revisor seria consultado sobre a

elegibilidade e ficaria responsavel pela decisdo final.

Ainda, a extragdao também foi realizada por dois revisores, sendo as divergéncias solucionadas
apos consulta a um terceiro revisor. Os dados coletados nessa etapa envolveram as seguintes
varidveis: autor, ano, paises em que o estudo foi conduzido (ndo aplicavel para revisoes
sistematicas), desenho do estudo, populacgdo, intervencdo, comparacgdes, desfechos principais,
resultados e limitacdes. Esta tabela é apresentada também como um resumo dos resultados na

se¢ao 4.5.3.

A sintese dos dados extraidos foi realizada de forma narrativa.



4.4.1 Avaliacao do risco de viés

De acordo com as Diretrizes Metodoldgicas para Elaboragdo de Pareceres Técnico-Cientificos
do Ministério da Saude (30), os estudos incluidos na revisdo foram analisados de acordo com o
guestionario recomendado para cada tipo de estudo, permitindo a avaliacdo sistemdtica na
identificacdo de potenciais vieses e seus impactos na conclusdo do estudo. Para avaliacdo do
risco de viés de revisGes sistematicas utilizou-se o Assessing the Methodological Quality of
Systematic Reviews (AMSTAR-2). (31) Ja para avalia¢do do risco de viés de estudos de acuracia
diagndstica utilizou-se o Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies (QUADAS-2). (32) A
avaliagdo do risco de viés foi realizada por dois revisores, sendo as divergéncias solucionadas

apos consulta a um terceiro revisor.

As fichas de avaliacdo critica encontram-se no Anexo 4 deste documento.

4.4.2 Qualidade da evidéncia

Ainda, segundo as Diretrizes Metodoldgicas para Elaboragdo de Pareceres Técnico-Cientificos
do Ministério da Saude (30), sugere-se a ponderac¢do de outros aspectos que podem aumentar
ou diminuir a qualidade da evidéncia sobre o efeito de uma intervencdo para um desfecho.
Para tal foi utilizado o sistema The Grading of Recommendations, Assessment, Development
and Evaluation (GRADE). A avaliagdo de qualidade de viés foi realizada por dois revisores,

sendo as divergéncias solucionadas apds consulta a um terceiro revisor.

4.5 Resultados da busca realizada

ApOs a realizacdo da estratégia de busca nas bases de dados, 4.635 cita¢cdes foram localizadas.
Aplicados os critérios de elegibilidade, dois revisores selecionaram 28 citacGes para leitura na

integra. Dessas, 13 citacGes foram selecionadas e incluidas nesta revisado (Figura 1; Tabela 8).

Os resultados encontram-se descritos ao longo do texto. Os resumos dos estudos estdo

apresentados no topico 4.5.3.

Os estudos avaliados na integra e excluidos, assim como seus motivos para exclusdo sdo

apresentados no Anexo 5.
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Figura 1. Fluxograma de sele¢ao de estudos de eficacia e seguranga.

Tabela 8. Estudos incluidos para andlise.

Autor Publicagao Ano Referéncia

:t: al Ruiz-Gaviria Multiple Sclerosis and Related Disorders 2015 (33)
2. Jarius et al. Journal of the Neurological Sciences 2010 (34)
3. Wu et al. Journal of Neurology, Neurosurgery & Psychiatry 2011 (35)
4. Kim et al. Journal of Clinical Laboratory Analysis 2012 (36)
5. Kang et al. Annals of Laboratory Medicine 2012 (37)
6. Isobe et al. Multiple Sclerosis Journal 2012 (38)
7. Hoftberger PLoS ONE 2013 (39)
etal.

8. Marignier

etal Neurology 2013 (40)
9. Fryer et al. Neurology: Neuro:mmun.ology and 2014 (41)

Neurolnflammation




;/0' Siritho et Neurology Asia 2014 (42)
11. Wat t .

al aters e Journal of Neurology, Neurosurgery and Psychiatry 2016 (43)
12. Long et al. International Journal of Neuroscience 2017 (44)
13. Prain et al. Frontiers in Neurology 2019 (45)

4.5.1 Descrigao dos estudos selecionados
RevisOes sistematicas e meta-analises
Ruiz-Gaviria 2015 (33)

Os autores conduziram uma meta-analise com o objetivo de determinar a precisao diagndstica
de diferentes imunoensaios, com diferentes sensibilidades e especificidades, para detectar o

anticorpo anti-AQP4 em pacientes com suspeita de NMO.

Inicialmente, foi realizada uma revisdo sistematica da literatura em cinco diferentes bases de
dados eletronicas: Pubmed, Embase, The Cochrane Library, Scopus, Database of Abstracts of
Reviews of Effect (DARE) e Lilacs. Foram incluidos estudos observacionais que avaliaram o
desempenho dos imunoensaios em pacientes com suspeita de NMO em comparacao com os
critérios diagndsticos de Wingerchuk de 2006. Os artigos foram avaliados por dois revisores

diferentes, que também extrairam os dados.

A presenca de AQP4-IgG foi definida como a detecc¢do deste anticorpo em soros de pacientes
com as técnicas CBA, ensaio baseado em tecido (TBA) ou ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os
outros imunoensaios foram excluidos por serem usados principalmente em pesquisa e ndo

estarem disponiveis comercialmente.

Para estimar a sensibilidade e a especificidade globais como desfecho principal, foi realizado
um modelo de regressdao bivariada que preserva a natureza dicotOmica de um teste
diagnodstico. Para evitar a maior parte da heterogeneidade que pode ser encontrada em uma
meta-andlise de um teste de diagndstico, os dados foram analisados separadamente para cada

um dos diferentes sistemas de detecgdo de anticorpos.

A andlise de subgrupos dos diferentes peptideos usados na técnica CBA e dos diferentes

tecidos usados na TBA foi planejada caso fossem encontrados estudos suficientes para fazé-la.
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Os estudos foram submetidos a ferramenta QUADAS-2 para avaliacdo da qualidade e apenas

estudos com baixo risco de viés foram incluidos na meta-analise.

Foram identificados 6.307 artigos com a estratégia de busca. Apds remocdo de duplicatas e
artigos que ndo detectavam técnicas para AQP4-IgG, 105 titulos permaneceram. Um total de
71 artigos foram considerados relevantes para a revisdao, mas apenas 30 foram incluidos na
meta-andlise por terem baixo risco de viés. Todos os estudos envolveram coleta prospectiva de

pacientes e amostras, exceto um.

Entre os 30 estudos, 27 incluiram pacientes com EM como controle. Dez estudos incluiam
controles saudaveis, 17 utilizaram outras doengas neuroldgicas (ODN), principalmente
sindrome de Guillain-Barré, miastenia gravis, encefalomielite aguda disseminada e sindrome
clinica isolada como grupos controle. Pacientes com outras doencas imunoldgicas e outras

doencas infecciosas também foram utilizados como controles.

A analise de subgrupo foi realizada para trés diferentes imunoensaios: a técnica CBA (que teve
21 estudos com 653 pacientes NMO e 2.224 controles), TBA (15 estudos com 555 pacientes

NMO e 3.223 controles) e o teste ELISA (5 estudos com 138 pacientes NMO e 723 controles).

Os dados para o teste CBA sdo mostrados na Figura 2. A sensibilidade e a especificidade
estimadas foram de 0,76 (IC95%: 0,67-0,82) e 0,99 (IC 95%: 0,97-0,99), respectivamente,
representadas em uma curva ROC sumaria (SROC; Figura 3). Para o TBA, 15 estudos foram
utilizados no calculo da sensibilidade e da especificidade que foram 0,59 (IC 95%: 0,50-0,67) e
0,98 (IC 95%: 0,97— 0,99), respectivamente. Dos 5 estudos para o teste ELISA, a sensibilidade e
a especificidade foram 0,65 (IC 95%: 0,53-0,75) e 0,97 (IC 95%: 0,96-0,99), respectivamente.

Os tamanhos das amostras ndo permitiram mais analises de subgrupos dos diferentes

peptideos (M1 e M23) ou tecidos (rato ou macaco) usados no CBA e TBA, respectivamente.

Figura 2. Forest plot para sensibilidade e especificidade agrupadas do imunoensaio baseado

em células para o diagndstico de NMO.
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O imunoensaio que apresentou melhor desempenho diagnéstico foi o CBA. Outros
imunoensaios foram especificos o suficiente para serem clinicamente Uteis para um
diagndstico correto em pacientes com NMO, bem como para esclarecer os casos em que o
resto dos estudos clinicos, paraclinicos e imagenoldgicos ndo sao suficientes para diagnosticar

uma NMO definitiva.

O estudo concluiu que a deteccdo de AQP4 no soro com imunoensaio, especialmente CBA, é
uma otima ferramenta para o diagndstico de pacientes com NMO, devido a alta especificidade,
permitindo ao clinico diferenciar esta doenca de outras condi¢cbes neuroldgicas que se

assemelham a NMO.

Estudos individuais

Jarius 2010 (34)

Um estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar um ensaio de imunofluorescéncia
recombinante (rlFA) de facil utilizagdo, adequado para detecgdo padronizada e de alto

rendimento para IgG anti-NMO e anticorpos anti-AQP4.

Cento e cinquenta e uma amostras de soro foram testadas quanto a presenga de anticorpos
anti-AQP4 através de ensaio de imuno-histoquimica (IHC) padrao e também por ensaio de
imunofluorescéncia recombinante (rIFA), provenientes de pacientes DENMO. Entre eles, foram
incluidos 32 pacientes com NMO, 12 com MTLE, cinco com NO recorrente isolada, dois com NO
recorrente e mielite transversa ndo-extensa (MTNE). Também foram incluidos controles,
compostos por 66 pacientes com EM, 23 com ODN (inflamatéria em 21) e 11 doadores

sauddveis.

Todos os pacientes com NMO atenderam aos critérios de Wingerchuk de 2006 (sem a
necessidade de positividade para IgG anti-NMO). Todos os pacientes com MTLE tinham lesGes
na medula espinhal que se estendiam por trés ou mais segmentos. O diagndstico de EM foi
estabelecido de acordo com os critérios de McDonald, com curso remitente-recorrente em 47
pacientes, progressivo secunddrio em 14 e progressivo primario em cinco. O teste foi realizado
para fins de diagndstico em todos os casos. Os achados epidemioldgicos estdo resumidos na

Tabela 9.

NMO-IgG em ensaio por IHC



Vinte e um dos 32 pacientes com NMO, 8 entre 12 pacientes com MTLE, um de dois com MTNE
e NO, e um com EM foram testados positivos para IgG anti-NMO no ensaio por IHC. Todas as
amostras de pacientes com NO recorrente ou ODN e todas as amostras de controle saudaveis

foram negativas.

Assim, o resultado de teste positivo mostrou uma sensibilidade de 65,6% (IC 95%: 0,47-0,81) e
uma especificidade de 99,0% (IC 95%: 93,8-99,9), quando usado para distinguir NMO e
controles (razdo de verossimilhanca para um resultado negativo [RV-]: 0,35 [IC 95%: 0,21-0,54];

razdo de verossimilhanga para um resultado positivo [RV+]: 65,63 [IC 95%: 10,03-430]).

Quando todos os pacientes com DENMO, ou seja, pacientes com NMO, MTLE, NO recorrente
ou NO e MTNE, foram considerados, os resultados mostraram sensibilidade de 58,8% (IC 95%:
0,44-0,72), especificidade de 99,0% (IC 95%: 93,8 —99,9), RV- de 0,42 (IC 95%: 0,3-0,58) e RV+
de 58,82 (IC 95%: 8,26—419). Os resultados detalhados sdo apresentados também na Tabela 9.

rIFA

Todos os pacientes positivos para 1gG anti-NMO também foram positivos para anticorpos
anti-AQP4 quando testados por rIFA. Além disso, quatro outros pacientes com NMO, um com
NO recorrente e um com MTNE e NO, todos negativos para IgG anti-NMO de acordo com IHC,
foram considerados positivos para anticorpos anti-AQP4 quando testados por rlFA. Nenhum
dos soros de controle foi classificado como positivo quando avaliado por dois investigadores

que desconheciam o diagndstico dos pacientes.

Esses dados correspondem a uma sensibilidade e especificidade de 78,1% e 100%,
respectivamente, se apenas pacientes com NMO fossem considerados (RV-: 0,22 [IC 95%:
0,11-0,42]; RV+: =), indicando uma sensibilidade 12,5% maior de rlFA em compara¢do com

IHC.

Os resultados de sensibilidade e especificidade foram de 70,6% e 100%, respectivamente, se
todos os pacientes com DENMO fossem levados em consideragdo (VR-: 0,29 [IC 95%:
0,19-0,45]; VR+: «). Pontuagdes positivas e negativas foram 100% concordantes entre os

avaliadores. Os resultados estdo também resumidos na Tabela 9.

Reprodutibilidade

Para avaliar a reprodutibilidade da rIFA, 30 amostras selecionadas aleatoriamente, 15 positivas
para anticorpos anti-AQP4 em uma execucao inicial, foram retestadas uma vez (n = 14), duas

vezes (n = 11) ou trés vezes (n = 5) usando dois lotes diferentes de biochips. No momento do



novo teste, um periodo com mediana de nove meses (= 18 meses em 19 casos) se passou
desde a transfeccdo. Uma mediana de cinco meses (211 meses em 19 casos) se passou desde
gue os biochips contendo células transfectadas e ndo transfectadas com AQP4 foram montados

em laminas de microscopia.

Além disso, sete amostras de acompanhamento de pacientes com DENMO (mediana de
acompanhamento de 5 meses), cinco das quais foram inicialmente positivas, foram testadas.
Para avaliar a influéncia das condi¢des de armazenamento, 18 amostras foram retestadas em
laminas que haviam sido armazenadas por nove meses a 4 °C em sacos lacrados contendo gel
de silica como dessecante apds o teste inicial. Para avaliar a variabilidade interlaboratorial, 25
amostras, 15 das quais positivas, foram testadas paralelamente em dois laboratérios
independentes. Ndo foram encontradas discrepancias entre os resultados iniciais e os
resultados dos testes repetidos ou de acompanhamento, nem entre os resultados dos dois

laboratorios.

Os autores concluiram que o ensaio de rlFA é capaz de fornecer a médicos e cientistas uma
ferramenta facil de usar e reprodutivel para testes de anticorpos anti- AQP4 de alto

rendimento.



Tabela 9. Achados epidemioldgicos, clinicos e sorolégicos de 151 pacientes e controles estudados.

DENMO Controles

Total NMO MTLE rNO NO/MTNE Total EM ODN IHC
N 51 32 12 5 2 100 66 23 11
Genero . 1:5,4 1:5,4 1:5 1:4 Feminino 1:1,9 1:2,1 1:1,7 1:1,2
(masculino:feminino) apenas
Idade mediana no
momento da coleta de 46 (13-70) 44 (13-63) 44 (23-63) 51 (46-70) 54,5 (50-59) n.a. 41 (21-74) n.d. n.d.
sangue (intervalo)
NMO-IgG (IHC)
Frequéncia (%) 30/51(58,8) | 21/32(65,6) | 8/12(66,7) 0/5 (0) 1/2 (50) 1/100 (1) 1/66 (1,5) 0/23 (0) 0/11 (0)
58,82 65,63 66,67
0, 7 ’ ’ _ _ _ _ _ _
AR (8,26-419) | (10,03-430) (9,1-488)
0,42 0,35 0,34
A 0, 7’ 7 7 - _ _ _ - -
RV- (IC 95%) (0,3-0,58) | (0,21-0,54) | (0,15-0,75)
AQP4-Ac (rIFA)
Frequéncia (%) 36/51 (70,6) 25/32 (78,1) 8/12 (66,7) 1/5 (20) 2/2 (100) 0/100 (0) 0/66 (0) 0/23 (0) 0/11 (0)
RV+ (IC 95%) % (n.a.) % (n.a.) ® (n.a.) - - - - - -
0,29 0,22 0,33
I 0, ’ 7 ? - _ _ _ - -
RV- (IC 95%) (0,19-0,45) | (0,11-0,42) | (0,15-0,74)

Fonte: Jarius 2010 (34). AQP4-Ac: anticorpo anti-aquaporina-4; CS: controles saudaveis; EM: esclerose multipla; IHC: imuno-histoquimica; MTLE: mielite transversa longitudinalmente extensa;
n.a.: ndo aplicavel; n.d.: ndo determinado; NMO: neuromielite éptica; NO/MTNE: neurite dptica com mielite transversa ndo-extensa; ODN: outras doengas neuroldgicas; rIFA: ensaio de
imunofluorescéncia recombinante; rNO: neurite dptica recorrente; RV-: razdo de verossimilhanca negativa; RV+: razdo de verossimilhanga positiva.
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Wu 2011 (35)
Estudo também inserido na meta-analise de Ruiz-Gaviria 2015.

Um estudo de biologia molecular e analise clinica prospectiva foi conduzido no Hospital
Xuanwu da Capital Medical University, Pequim, China, para testar um ensaio de
imunofluorescéncia em CBA semiquantitativo e o ELISA quantitativo e analisar
retrospectivamente as caracteristicas clinicas relacionadas aos anticorpos anti-AQP4 em

pacientes com NMO.

Cento e trinta e quatro pacientes foram recrutados do centro clinico para EM do Hospital
Xuanwu de maio de 2004 a fevereiro de 2010, incluindo 68 individuos de um ensaio clinico de
fase Il para interferon 1@ entre maio de 2005 e maio de 2007. EM clinicamente definida foi
diagnosticada de acordo com os critérios de 2005 revisados de McDonald. NMO foi
diagnosticado se preenchesse todos os itens dos critérios de NMO de 2006, exceto para o
status NMO-IgG. Pacientes com NO e mielite (abrangendo menos de trés segmentos
vertebrais) que preencheram quaisquer outros itens dos critérios de NMO de 2006, exceto o
status NMO-IgG, foram registrados como tendo NMO atipica. MTA foi diagnosticada de acordo
com as recomendacdes do grupo de trabalho do consdrcio de mielite transversa. Lesdes
medulares longitudinalmente extensas (LMLE) foram definidas como lesGes que se estendem
por mais de trés segmentos vertebrais na RNM. NO foi diagnosticada em pacientes que tiveram
apenas um unico episédio e ndo mostraram lesdes cerebrais na RNM. Os resultados das
imagens de RNM foram revisados por autores que desconheciam os resultados dos ensaios

soroldgicos. A gravidade clinica foi avaliada por EDSS.

Os 93 controles foram recrutados na comunidade de Pequim e excluidos se tivessem alguma

doenga neuroldgica.

Todas as amostras de sangue para andlise foram coletadas durante um surto, previamente a
utilizacdo de interferon 13, corticosteroides ou imunossupressores e armazenadas a -80°C até

O uso.

A CBA foi realizada utilizando células 293 de rim embrionario humano (HEK-293) transfectadas
com AQP4. As amostras foram testadas com o examinador cego para a categoria clinica. O
corte do titulo de anticorpo foi 1:4, e os soros positivos para anticorpos foram titulados em

diluigdes seriadas de duas vezes para determinar a diluigdo mdaxima para coloragdo positiva.



O kit RSR AQP4 autoanticorpo ELISA foi utilizado para a determinagdo quantitativa de
anticorpos anti-AQP4 em soro humano. Uma concentracdo de AQP4-Ac < 5,0 U/mL (unidades
RSR arbitrarias) foi considerada negativa e = 5,0 U/mL foi considerada positiva. As amostras

foram testadas com os examinadores cegos para a categoria clinica.

A consisténcia dos dois métodos foi analisada pelo teste Kappa e a relacdo entre os resultados
pela analise de correlacdo de Spearman. As caracteristicas clinicas, soroldgicas e radioldgicas
foram analisadas com teste de Fisher, teste U de Mann-Whitney e andlise de regressao linear
multipla com duracao da doenga como covaridvel. Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

A coorte final foi composta por 134 pacientes, incluindo 34 com NMO, 12 com NMO atipica, 63
com EM, 12 com MTA e 13 com NO, além de 93 controles saudaveis. Suas caracteristicas

clinicas e de imagem estdo apresentadas na Tabela 10.



Tabela 10. Comparagdo de caracteristicas clinicas e de imagem entre os grupos.

NMO NMO atipica EM MTA NO CS P-valor

n 34 12 63 12 13 93 -
Feminino, n (%) 29 (85) 11 (92) 39 (62?) 9(75) 8 (62) 8 (62) 0,016
Idade no inicio (média + DP, anos) 34,0+13,4 39,2+8,5 35,0+ 11,6 33,2+11,6 29,6 £ 16,5 39,8 +13,8 0,192
Envolvimento do nervo éptico, n (%) 34 (100) 12 (100) 28 (44,4%) 0 13 (100) 0 0,000
Envolvimento de membro, n (%) 27 (79) 9 (75) 32 (519 8 (67) 0 0 0,006
EDSS (média + DP, escore) 4,4+15 3,1+1,5 2,7+1,3° 2,3+0,8 0 0 0,000
AQP4-Ac +, n (%) 26 (76) 8 (67) 4 (6% 3(25) 3(23) 0 0,014
Achados de RNM

Lesdes cerebrais de Barkhof, n (%) 0 0 59 (94?) 0 0 0 0,000

Medula espinhal, n (%) 34 (100) 12 (100) 38 (607) 12 (100) 0 0 0,000
(m':‘;?;zrgg; segmentos vertebrais 6,0+2,7 1,6 40,5 1,8 +2,4° 5,6+3,9 0 0 0,000

LMLE, n (%) 34 (100) 0 8(13?%) 8 (67) 0 0 0,000

Fonte: Wu 2011 (35). ®: p<0,05 vs. NMO. Os titulos de anticorpos anti-AQP4 foram detectados por ensaio imunossorvente ligado a enzima. NMO: neuromielite dptica; EM: esclerose multipla;
MTA: mielite transversa aguda; NO: neurite dptica; CS: controles saudaveis; DP: desvio padrdo; EDSS: Escala Expandida do Estado de Incapacidade, do inglés, Expanded Disability Status Scale
(quanto maior a pontuag¢do, mais grave a doenga); AQP4-Ac: anticorpo anti-aquaporina-4; RNM: ressondncia nuclear magnética; LMLE: Lesdes medulares longitudinalmente extensas. NMO
atipico: pacientes com neurite éptica e mielite curta. As caracteristicas clinicas, soroldgicas e radioldgicas foram analisadas por meio do teste de Fisher, teste U de Mann-Whitney e regressdo
linear multipla tendo como covariavel o tempo de doenga.

o))



Inicialmente, 66 amostras (27 casos com NMO, 26 com EM, 13 com NO) foram testadas para
AQP4-Ac por CBA. Vinte e trés casos de NMO (85,2%) apresentaram resultado positivo (titulos
variando de 1: 4 a 1:1024), enquanto cinco casos de NO (38,5%) foram positivos (titulos
variando de 1:20 a 1:320). Todos os 26 casos de EM foram negativos, gerando 100% de

especificidade para o diagndstico diferencial de NMO e EM.

Quando testados por ELISA, 17 dos casos de NMO (63%), trés de NO (23,1%) e dois dos casos
de EM (7,6%) apresentaram resultado positivo com uma concentragdo variando de 7,1-160
U/mL (média 85,6 + 64,6 U/mL), levando a uma especificidade de 95,8% para o diagndstico
diferencial de NMO e EM.

N3do houve diferenca nas taxas de soropositividade da deteccdo de AQP4-Ac entre o ELISAe o
CBA (X2 = 3,471, p=0,062). Houve boa consisténcia na deteccdo de AQP4-Ac em pacientes
NMO (Kappa = 0,681; p=0,00), e uma correlacdo significativa (r = 0,689, p=0,000) foi

encontrada entre os resultados dos dois métodos.

Quanto a sensibilidade dos testes para detectarem AQP4-Ac, os resultados mostraram 76,5%

para ELISA e 85,2% para CBA.

Foram ainda analisados mais 68 pacientes e 93 controles por ELISA, elevando o niumero total
de amostras para 227. AQP4-Ac sérico elevado foi encontrado em 76,5% dos pacientes com
NMO, 66,7% com NMO atipico, 25% com MTA, 23,1% com NO e 4% dos pacientes com EM,
com concentra¢des variando de 6,2-160 U/mL (média de 92,4 + 62,6 U/mL). Nenhum dos
controles foi positivo, levando a uma especificidade de 97,4% para o diagndstico de NMO entre

controles saudaveis e pacientes com EM.

Entre os casos de NMO (incluindo os casos atipicos de NMO), apenas 33% (2/6) dos homens
foram positivos para AQP4-Ac, enquanto 80% (32/40) das mulheres foram positivas (p=0,033).
Nenhuma correlagdo significativa foi determinada entre a concentragao de AQP4-Ac e idade de
inicio (r = 0,049; p=0,784) ou duracdo da doenca (r = 0,316; p = 0,069). Oito dos 34 pacientes
com NMO tipicos (23,5%) foram negativos para AQP4-Ac por ELISA. PontuagGes altas de EDSS
foram mais frequentes em pacientes NMO positivos para AQP4-Ac (n = 26) do que naqueles
negativos para AQP4-Ac (n = 8) (t = 2,28, p = 0,029). A regressao linear multivariada revelou
uma correlacdo positiva entre a concentracdo sérica de AQP4-Ac e o escore EDSS (r = 0,269;
p=0,003). Houve também uma correlacdo positiva entre os escores EDSS e o numero de

segmentos lesionados da medula na RNM (r = 0,359, p=0,014). No entanto, nenhuma



correlacdo foi encontrada entre a concentragdo de AQP4-Ac e o niumero de segmentos com

lesGes medulares (p=0,686).

Kim 2012 (36)

Estudo também inserido na meta-andlise de Ruiz-Gaviria 2015.

O estudo teve como objetivo avaliar anticorpos anti-AQP4 utilizando imunofluorescéncia
indireta em CBA (lIF-AQP4), imunofluorescéncia indireta baseada em tecidos (lIF-tecidual) e
ELISA, além de comparar os resultados de acordo com as caracteristicas clinicas da doenca

neuroldgica em questdo.

Foram incluidas 124 amostras consecutivas de soros nos quais foi solicitada a deteccdo de IgG
para NMO. As amostras eram de 54 pacientes com DENMO, incluindo NMO (n =9), NO (n = 32)
e mielite transversa (MT; n = 13); 10 pacientes com EM, incluindo dois pacientes com EM
6ptico-espinal e 60 pacientes com outras doencas neuroldgicas. Todos foram admitidos e

acompanhados no hospital entre 2008 e 2011.

Os prontuarios dos 124 pacientes foram revisados para coletar informacgdes sobre sexo, idade,
manifestagdes clinicas, diagndstico clinicamente definido, achados laboratoriais e resultados de
RNM cerebral e/ou medula espinhal. NMO e EM foram diagnosticados com base nos critérios
revisados de Wingerchuk, excluindo os critérios NMO-IgG, e McDonald, respectivamente. Para
detectar NMO-IgG, todos os soros foram inicialmente testados por ensaios IFF-AQP4 e

IIF-tecidual e, em seguida, armazenados a -80°C até serem testados por ELISA-AQP4.

IIF-tecidual e IIF-AQP4 foram realizados com o kit Neurology Mosaics (EUROIMMUN, AG,
Luebeck, Alemanha). lIF-tecido usa se¢des de tecido de cerebelo de camundongo para detectar
NMO-IgG. 1IF-AQP4 usa células HEK293 transfectadas com AQP4 humana completa
recombinante para detectar anticorpos anti-AQP4 e células HEK293 de tipo selvagem como um
substrato de controle. Foram aplicados 25 uL de soro diluido 1:10 em laminas nas quais tecido
de camundongo ou células HEK foram anexadas. Apds 30 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, as laminas foram lavadas e adicionada globulina anti-humana marcada com
fluoresceina. A fluorescéncia foi observada com um microscépio apds 30 minutos de incubacao

por dois avaliadores independentes.

Os resultados positivos e negativos de lIF-tecidual entre dois avaliadores foram concordantes.

Os avaliadores desconheciam o diagndstico clinico e pontuaram os resultados da IIF em



comparacao direta com os soros controle. A positividade NMO-IgG era detectada quando os
pequenos vasos cerebrais, pia, subpia e espaco de Virchow-Robin eram corados no teste
IIF-tecido ou quando o citoplasma de células transfectadas com AQP4 mostrava uma coloragdo
de fluorescéncia granular plana, lisa e de arquivo padrdo no teste IIF-AQP4. A intensidade de

fluorescéncia positiva foi graduada em uma escala de 4 pontos (+1 a +4).

Os autoanticorpos anti-AQP4 foram detectados usando um kit ELISA de autoanticorpo AQP4
(DLD Diagnostika GmbH, Hamburgo, Alemanha) que usa AQP4 humana recombinante
produzida em um sistema de expressdo de célula de baculovirus/inseto. Foram adicionados
50uL de soro e AQP4-biotina reconstituida aos pocos da placa ELISA revestidos com antigeno
AQP4 e incubados por 2 horas em temperatura ambiente com agitacdo. Apds a lavagem, 100
uL de estreptavidina peroxidase foram adicionados a cada poco e a placa incubada por 20
minutos em temperatura ambiente. Apds incubagdo com 100 pL de substrato TMB no escuro, a
absorbancia dptica de cada poco foi medida a 450 nm usando um leitor de ELISA. As
concentragbes do anticorpo AQP4 foram determinadas por uma curva de calibragdo em que 5

U/mL foi considerado o valor de corte.

Para as andlises estatisticas, os resultados foram comparados por teste qui-quadrado para
dados categéricos e teste U de Mann-Whitney para varidveis ndo normais. A concordancia
entre os resultados do NMO-IgG foi avaliada de acordo com os coeficientes Kappa (0,001 a 0,2
indicavam concordancia leve, 0,201 a 0,4 concordancia regular, 0,401 a 0,6 concordancia
moderada, 0,601 a 0,8 concordancia substancial e 0,801 a 0,999 mostravam concordancia
excelente). Todos os valores de p foram bicaudais e aqueles <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

As taxas de soropositividade para NMO-IgG determinadas por IIF-tecidual, IIF-AQP4 e
ELISA-AQP4 estdo apresentadas na Tabela 11 de acordo com os diagndsticos clinicos. Dos 124
soros, anticorpos NMO-IgG foram detectados em 19 amostras (15,3%) e eram especificos para
DENMO (p=0,017). Resultados NMO-IgG-positivos de pelo menos um ensaio foram obtidos
para 55,6% (5/9) dos pacientes com NMO clinicamente definida e 24,1% (13/54) dos pacientes

com DENMO. Dos 13 pacientes com MT, dois NMO-IgG positivos apresentaram recaidas da MT.

Tabela 11. Taxas de soropositividade para anticorpos NMO-IgG e AQP4 dos trés métodos para

pacientes com diferentes grupos de doengas.



Grupos de doengas N NMO-IgG (+)* lIF-tecidual (+) IIF-AQP4 (+) | ELISA-AQPA4 (+)

NMO 9 5 (55,6%) 4 (44,4%) 5 (55,6%) 5 (55,6%)

NO 32 6 (18,8%) 2 (6,3%) 0 (0,0%) 4(12,5%)

MT 13 2 (15,4%) 1(7,7%) 1(7,7%) 2 (15,4%)

DENMO 54 13 (24,1%) 7 (13,0%) 6 (11,1%) 11 (20,4%)

EM 10 3 (30,0%) 1 (10,0%) 1(10,0%) 3 (30,0%)

(EM 6ptico-espinal) (2) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%)
Outras doengas 60 3 (5,0%) 1(1,7%) 2 (3,3%) 0 (0,0%)

neuroldgicas

Controles 70 6 (8,6%) 2 (2,9%) 3(4,3%) 3(4,3%)

Fonte: Kim 2012 (36). ? Resultado de NMO-IgG positivo para pelo menos um ensaio. AQP4: anti-aquaporina-4;
DENMO: disturbios do espectro da neuromielite dptica; EM: esclerose multipla; IIF: imunofluorescéncia indireta;

MT: mielite transversa; NMO: neuromielite éptica; NO: neurite dptica.

Ao comparar as taxas de soropositividade determinadas pelos diferentes métodos, apenas seis
(31,6%) dos 19 soros foram identificados como positivos pelos trés ensaios. Dos nove pacientes
com NMO, quatro (44,4%) foram soropositivos de acordo com IIF-tecidual versus cinco
pacientes (55,6%) que foram positivos com base em IIF-AQP e ELISA-AQP4 (p=1,00). Embora
nao estatisticamente significativo (p>0,05), os pacientes com DENMO mostraram taxa mais alta
de soropositividade de acordo com o ELISA-AQP4 (20,4%, 11/54) do que aqueles determinados
como positivos pelo IIF-tecidual (13,0%, 7 /54) ou IIF-AQP4 (11,1%, 5/54).

As especificidades para pacientes com NMO ou DENMO foram 87,0% a 97,1% para os trés
ensaios, sendo 87,0% e 97,1% pelo lIF-tecidual, 92,2% e 95,7% pelo IIF-AQP4 e 92,2% e 95,7%
pelo ELISA-AQP4, respectivamente. No entanto, as sensibilidades e especificidades dos trés
métodos ndo foram significativamente diferentes para nenhum grupo de pacientes neste

estudo.

A Tabela 12 mostra as co-negatividades, co-positividades e concordancia dos resultados entre
os trés ensaios. O IIF-tecidual apresentou concordancia de 95,2% (kappa: 0,641) e 91,1%
(kappa: 0,475) com IIF-AQP4 e ELISA-AQP4, respectivamente. Embora o ensaio IIF-tecidual
tenha cerca de 97% de co-negatividade com os outros dois métodos de detecc¢do de anticorpos

AQP4, as co-positividades foram inferiores a 67%. Os trés soros positivos de acordo com



IIF-tecidual sozinho eram de dois pacientes com NO e um paciente com doenga de Parkinson
(Tabela 12). Uma amostra de soro de um paciente NMO foi positiva de acordo com IIF-AQP4 e

ELISA-AQP4, mas foi negativa com base no ensaio lIF-tecidual.

Os resultados de IIF-AQP4 e ELISA-AQP4 mostraram concordancia de 92,7% (kappa: 0,571) para
a deteccdo de autoanticorpos AQP4; as taxas de co-negatividade e co-positividade foram de
77,4% e 75,0%, respectivamente. As duas amostras de soro IIFAQP4(+)/ELISA-AQP4(-) foram
fracamente positivas (intensidade de fluorescéncia 1+) no IIFF-AQP4 e foram obtidas de
pacientes com ODN. As sete amostras de soro IIF-AQP4(-)/ELISA-AQP4(+) eram de cinco
pacientes com DENMO (quatro com NO e um com MT) e dois pacientes com EM
Optico-espinhal. Dos 14 soros ELISA-AQP4(+), sete também foram positivos no ensaio IIF-AQP4.
Cinco (71,4%) dos sete soros ELISA-AQP4(+)/IIFAQP4(+) eram de pacientes com NMO,
enquanto nenhuma das sete amostras ELISA-AQP4(+)/IIF-AQP4(-) eram de pacientes com NMO
(p=0,01) (Tabela 13).

Tabela 12. Taxas de concordancia para a detecdo de NMO-IgG em 124 soros entre

lIF-tecidual, IIF-AQP4 e ELISA-AQPA4.

Métodos Co-positividade Co-negatividade % concordancia
(coeficiente kappa)
IIF-tecidual vs. IIF-AQP4 97,4 66,7 95,2 (0,641)
IIF- tecidual vs. ELISA-AQP4 97,3 42,9 91,1 (0,475)
IIF-AQP4 vs. ELISA-AQP4 77,4 75,0 92,7 (0,571)

Fonte: Kim 2012 (36). AQP4: anti-aquaporina-4; IIF: imunofluorescéncia indireta.

Tabela 13. Diagnéstico clinico de acordo com os resultados dos trés métodos de detecg¢do de

NMO-IgG.

IIF-tecidual IIF-AQP4 ELISA-AQP4 Diagnéstico clinico (n)

. - - 105 | NMO (4), NO (26), MT (11), EM (7), ODN (57)

+ - - 3 NO (2), ODN (1)

. + - 2 ODN (2)

- - + 7 NO (4), MT (1), EM 6ptico-espinhal (2)




- + + 1 NMO (1)

+ + + 6

NMO (4), MT (1), EM (1)

Fonte: Kim 2012 (36). AQP4: anti-aquaporina-4; EM: esclerose multipla; IIF: imunofluorescéncia indireta; MT: mielite
transversa; NMO: neuromielite dptica; NO: neurite dptica; ODN: outras doengas neuroldgicas.

Ao comparar as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes ELISA-AQP4 soronegativos
e soropositivos, a positividade do ELISA-AQP4 foi associada a individuos do sexo feminino,
NMO, DENMO, NO, MT e LMLE (Tabela 14). No entanto, entre 14 pacientes ELISA-AQP4(+), ndo
houve diferenga nas caracteristicas demograficas e clinicas (sexo, idade média de inicio, NO,
MT, banda oligoclonal do LCR, outra doenca autoimune ou autoanticorpos) entre os sete

pacientes que eram soropositivos e sete soronegativos com base no ensaio I[IF-AQP4.

O estudo concluiu que ha potencial utilidade clinica da detec¢do de NMO-IgG para diferenciar

pacientes com NMO e DENMO de individuos com EM ou outras doencas neuroldgicas.

Tabela 14. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes soronegativos e soropositivos

para anticorpos AQP4 com base no ELISA-AQP4.

ELISA-AQP4 (-) ELISA-AQP4 (+) | p-valor
(n=110) (n=14)
Mulheres, n (%) 54 (49,1%) 13 (92,9%) 0,002
Idade (média + DP) 49 +17 44 + 14 ns
NMO, n (%) 4 (3,6%) 5 (35,7%) <0,001
DENMO, n (%) 43 (39,1%) 11 (78,6%) 0,008
EM, n (%) 7 (6,4%) 3 (21,4%) ns
EM optico-espinal, n (%) 0 (0%) 2 (100%) 0,012
NO, n (%) 34 (30,9%) 11 (78,6%) 0,001
MT, n (%) 20(18,2%) 8 (57,1%) 0,001
LMLE, n (%) 6 (5,5%) 6 (42,9%) <0,001
Lesao de RNM cerebral compativel com 11 (0,1%) 0 (0%) ns
desmieliniza¢do inflamatdria
Banda oligoclonal do liquor 5 (4,5%) 0 (0%) ns
Pacientes com outros autoanticorpos 19 (17,3%) 5(35,7%) ns




Fonte: Kim 2012 (36). AQP4: anti-aquaporina-4; DENMO: disturbios do espectro da neuromielite éptica; DP: desvio
padrdo; EM: esclerose multipla; LMLE: lesGes medulares longitudinalmente extensas; MT: mielite transversa; NMO:
neuromielite dptica; NO: neurite dptica; ns: ndo significativo; RNM: ressonancia nuclear magnética.

Kang 2012 (37)

Um estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o desempenho diagnéstico de um ensaio de
imunofluorescéncia indireta em CBA (CIIFA) em comparagdio com o ensaio de
imunoprecipitacdo com fluorescéncia (FIPA) para a deteccdo de anticorpos AQP4 e avaliar a
utilidade de CIIFA para o diagndstico de NMO e NMO de alto risco na pratica clinica, através de

um kit CIIFA disponivel comercialmente.

Foram incluidos 36 pacientes para a comparagao inicial e outros 101 pacientes para os quais o
teste AQP4 foi solicitado na clinica de neurologia entre junho de 2010 e margo de 2011 para
investigar o desempenho do teste de anticorpos AQP4 baseado em CIIFA. Para fins de
diagndéstico, um estudo sistémico incluindo caracteristicas demograficas, manifestacdes
neuroldgicas, achados soroldgicos e exames de RNM do cérebro e da medula espinhal foram
realizados em todos os pacientes. Eles foram inicialmente avaliados clinicamente, sem se
considerar seu status de testes para NMO-IgG ou AQP4. O diagndstico clinico de NMO, NO e
mielite com lesGes medulares estendendo-se por 3 ou mais segmentos vertebrais por RNM foi
feito de acordo com os critérios diagndsticos revisados propostos por Wingerchuk em 2006,
com excecdo do status do ensaio NMO-IgG ou AQP4. O diagndstico de NMO de alto risco
incluiu EM 6ptico-espinhal asidtica, MTLE (monofasica ou recidivante), NO bilateral simultanea
ou recorrente isolada (bNO/rNO) e NO ou mielite/MTLE associada a doenga autoimune
sistémica ou a lesGes cerebrais tipicas de NMO. Além disso, varios disturbios neuroldgicos
foram incluidos quando eram necessarios diagndsticos diferenciais de DENMO, por exemplo,
EM, encefalomielite aguda disseminada (ADEM) e sindromes clinicas isoladas, como sindrome
do tronco cerebral, mielite aguda ou NO que ndo atendem aos critérios diagndsticos de NMO

de alto risco.

No estudo de comparacdo, 14 pacientes com NMO, 11 pacientes com DENMO (6 MTLE, 3 rNO
e 1 EM optico-espinhal), 7 pacientes com EM e 4 pacientes com outras doencas neuroldgicas
foram incluidos. Quarenta e seis amostras de soro de 36 pacientes foram coletadas no

momento do diagndstico inicial e/ou durante o tratamento.

As amostras foram armazenadas a -70°C para o estudo de comparacao. Uma aliquota de cada

paciente foi enviada ao Departamento de Neurologia Clinica da Universidade de Oxford,



Oxford, Reino Unido, para ser testada por FIPA e CIIFA; outra aliquota foi submetida a CIIFA no
Samsung Medical Center. As amostras de soro de 101 pacientes inscritos consecutivamente
para a investigacdo prospectiva foram analisadas quanto a presenca de anticorpos AQP4 por
CHIFA no Samsung Medical Center. Os diagndsticos dos 101 pacientes incluiram 6 NMO, 24
MTLE, 11 bNO/rNO, 31 sindromes clinicas isoladas (17 sindromes do tronco cerebral, 10
mielites, 4 NO monofasicas), 7 EM, 6 ADEM, 2 doengas neurolégicas autoimunes e 14 diversas

outras doencas neuroldgicas.

O CIIFA foi realizado com o kit comercialmente disponivel da EUROIMMUN AG no Samsung
Medical Center (CIIFA A). Os resultados foram comparados com os medidos no laboratério da

Universidade de Oxford (CIIFA B). O FIPA foi realizado de acordo com o protocolo interno.

A sensibilidade e especificidade da detec¢do de autoanticorpos por cada ensaio,
individualmente e em combina¢do, foram determinadas por referéncia aos diagndsticos
clinicos. A positividade e os niveis de anticorpos entre os grupos foram analisados pelo teste
exato de Fisher e pelo teste de Mann-Whitney, respectivamente. O teste de McNemar foi
utilizado para analisar a concordancia entre os resultados dos 2 CIIFA e entre CIIFA e FIPA, e
também para comparar a significancia das diferencas de sensibilidade e especificidade entre

CIIFA e FIPA. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo.

Comparacdo de FIPA e CIIFA para a deteccdo de anticorpos anti-AQP4

Os ensaios de deteccdo de anticorpos AQP4 foram realizados em 46 amostras de soro de 36
pacientes através de FIPA e 2 métodos CIIFA diferentes, o primeiro disponivel comercialmente
(CIIFA A) e o outro desenvolvido internamente (CIIFA B). A taxa de concordancia entre os 2
métodos CIIFA foi de 76% (coeficiente Kappa (K: 0,6522; IC 95%: 0,4331-0,8713; p=0,2891) e
entre CIIFA A e FIPA B foi de 89% (k=0,781; IC 95%: 0,5997-0,9623; p=0,3750). Houve 11
resultados discordantes entre CIIFA A e CIIFA B, onde apenas 3 eram verdadeiras discrepancias
e os outros 8 resultaram em discrepancias principalmente devido a incapacidade do CIIFA B de
fornecer dados sobre o padrdao de fluorescéncia conclusivo, pois a preparacdo interna do
substrato celular era de qualidade varidvel. Os resultados de cada teste estdo resumidos na

Tabela 15.

Tabela 15. Resultados dos ensaios de AQP4 em 46 amostras de soro.



NMO de alto

NMO (N=20) risco* (N=14) EM (N=8) | ODN (N=4)
CIIFA At, N. de positivos (%)% 17 (85) 9 (64) 1(13) 0(0)
CIIFA BT (%), N. de positivos (%)} 15 (75) 5(36) 1(13) 1(25)
FIPA B (%), N. de positivos (%) 17 (85) 7 (50) 0 (0) 0 (0)
Concordancia entre CIIFA A vs.
CIIFA B (%)} 16/20 (80) 10/14 (71) 7/8 (88) 2/4 (50)
Concordancia entre CIIFA A vs.
18/20 (90) 12/14 (86) 7/8 (88) 4/4 (100)
FIPA B (%)

Fonte: Kang 2012 (37). *NMO de alto risco inclui neurite éptica bilateral ou recorrente e mielite transversal extensa
longitudinal; TA e B representam as 2 instituicGes onde cada um dos testes foi realizado; ftEntre 11 resultados
discordantes entre CIIFA A e CIIFA B, 8 dos resultados realizados na instituicdo B usando o CIIFA interno ndo puderam
fornecer um padrdo de fluorescéncia conclusivo devido a ma qualidade da preparagdo do substrato celular. EM:
esclerose multipla; NMO: neuromielite 6ptica; ODN: outras doengas neuroldgicas; AQP4: aquaporina-4; ClIFA:
ensaio de imunofluorescéncia indireta baseado em células; FIPA: ensaio de imunoprecipitagdo com fluorescéncia.

As sensibilidades de CIIFA com o kit comercial (CIIFA A) e FIPA nesta comparagao foram de 86%
e 79% em pacientes com NMO, e 55% e 36% em pacientes com NMO de alto risco,
respectivamente. A combinacdo de CIIFA e FIPA ndo aumentou a sensibilidade de deteccdo da
presenca de AQP4. Nem a sensibilidade nem a especificidade diferiram significativamente nos
2 ensaios (teste de McNemar; Tabela 15 e Tabela 16). O titulo semiquantitativo de CIIFA
apresentou boa correlagdo com a quantidade arbitraria (FU) de FIPA (r=0,66; Figura 4). Os
titulos de AQP4 medidos por CIIFA e FIPA foram elevados em pacientes com NMO em

comparacdo com NMO de alto risco (1:240 vs. 1:180 e 8.390 FU vs. 4.059 FU, respectivamente).

Tabela 16. Sensibilidade e especificidade de CIIFA e FIPA para o diagndstico de NMO e NMO

de alto risco.
Sensibilidade estimada, P-valor, Especificidade estimada, P-valor,
% (1C 95%) CIIPA vs. % (IC 95%) CIIPA vs.
FIPA FIPA
CIIFA FIPA CIIFA CIIFA FIPA | CIIFA
+ +
FIPA* FIPA*
NMO
86 79 86 1,0 91 100 100 1,0
(N=14)




NMO de alto
risco 55 36 55 0,5 91 100 | 100 1,0
(N=11)

Fonte: Kang 2012 (37). *CIIFA+FIPA inclui pacientes positivos para CIIFA A ou FIPA. NMO: neuromielite éptica; AQP4:
aquaporina-4; ClIFA: ensaio de imunofluorescéncia indireta baseado em células; FIPA: ensaio de imunoprecipitagdo
com fluorescéncia; IC: intervalo de confianga.

Figura 4. Distribuicao dos valores de anticorpos AQP4 em 46 amostras. (A) Correlagdo entre
resultados do titulo semiquantitativo CIIFA e o valor quantitativo derivado do FIPA. (B)

Titulos de anticorpo AQP4 medidos por CIIFA em soros de pacientes com diversas doengas.
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Fonte: Kang 2012 (37). EM: esclerose multipla; NMO: neuromielite 6ptica; ODN: outras doengas neuroldgicas; AQP4:
aquaporina-4; ClIFA: ensaio de imunofluorescéncia indireta baseado em células; FIPA: ensaio de imunoprecipitagdo
com fluorescéncia.

Frequéncia de anticorpos AQP4 detectados por CIIFA em populaces de pacientes




Para a deteccdo rotineira de anticorpos AQP4 como pratica laboratorial clinica, foi utilizado o
CHIFA disponivel comercialmente. Anticorpos AQP4 foram detectados em 17 de 101 pacientes
consecutivos nos quais o teste AQP4 foi solicitado na clinica de neurologia durante um periodo
de 10 meses. As caracteristicas clinicas e a presenca de outros autoanticorpos estdo resumidas
na Tabela 17. Os pacientes com NMO positivos para anticorpos AQP4 eram
predominantemente do sexo feminino (homens:mulheres = 1:5) e estavam associados a uma
dura¢cdo mais longa da doenga do que outros pacientes. Autoanticorpos como anticorpos
antinucleares (ANA), anticorpos anti-Ro (SSA) e anticorpos anti-La (SSB) foram encontrados em
1 (17%) paciente NMO. Anticorpos anti-AQP4 estavam presentes em 6/6 (100%) pacientes com
NMO, em 7/24 (29%) pacientes com MTLE e 1/11 (9%) pacientes com rNO/bNO, mas apenas
3/65 (4,6%) em pacientes do grupo controle (2/31 em pacientes com sindrome clinica isolada,
1/2 em pacientes com doengas neuroldgicas autoimunes e nenhum em 51 com ODN
desmielinizantes, como EM, ADEM e outras [teste qui-quadrado, p<0,0001; Figura 5]). Esses
resultados correspondem a uma sensibilidade de 100% e especificidade de 95% para o teste
em NMO, e a 39% e 94%, respectivamente, se NMO e pacientes NMO de alto risco (como MTLE
e rNO/bNO forem considerados em conjunto). As intensidades de fluorescéncia do CIIFA em
pacientes NMO foram significativamente maiores do que nos outros grupos de doencas (teste

de Mann-Whitney, NMO vs. DENMO, p = 0,0026; NMO vs. ODN, p<0,0001).



Tabela 17. Caracteristicas dos pacientes e soroprevaléncia para anticorpos anti-AQP4.

NMO rNO/bNO MTLE SCI ADEM EM DNAI ODN
Numero de pacientes 6 11 24 31 6 7 2 14
Homens:mulheres 1:5 6:5 11:12 17:14 5:1 1:5 0:2 6:8
Idade (intervalo) 36 (27-55) 30 (24-67) 46 (17-71) 36 (19-70) 40 (21-70) 31 (22-44) 54 (48-60) 53 (33-62)
RUTE=CRICEEERNR | g i 2(1-8) 1(0,5-11) 1(1-2) 2 (0,5-4) 4 (2-6) 4 (1-6) -
amostra (intervalo) ! !
Lesoes medulares,
nimero de segmentos 6 (2-8) - 4 (3-10) 2 (1-2,5) - 1(1) - -
(intervalo)
Numero de surtos
(intervalo) 2 2(1-5) 2(1-4) 1(1-4) - 3(1-6) 1(1-2) -
ANA/SSA/SSB (%) 1(17) 1(9) 10 (42) 1(3) 0 (0) 1(14) 0(0) 1(7)
Frequéncia de
AQPA-Ac (%)* 6 (100) 1(9) 7 (29) 2(7) 0(0) 0 (0) 1 (50) 0 (0)

Fonte: Kang 2012 (37). Os valores sdo descritos como medianas, a menos que especificado de outra forma. *Incluido apenas o resultado que teve intensidade maior que 1+ pela CIIFA. NMO:
neuromielite dptica; rNO/bNO: neurite dptica recorrente/bilateral; MTLE: mielite transversal longitudinalmente extensa; ADEM: encefalomielite aguda disseminada; EM: esclerose multipla;
DNAI: doengas neuroldgicas autoimunes; SCI: sindrome clinica isolada; ODN: outras doengas neuroldgicas; ANA: anticorpos antinucleares; SSA: anticorpos anti-Ro; SSB: anticorpos anti-La;
AQP4-Ac: anticorpo anti-aquaporina-4.
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Figura 5. Intensidade de fluorescéncia dos anticorpos AQP4 medida por CIIFA em soros de

101 pacientes com diversas doengas.

Fonte: Kang 2012 (37). Havia apenas 3 pacientes positivos para anticorpo AQP4 (*) entre pacientes ndo NMO e ndo
NMO de alto risco. A intensidade positiva fraca nao foi considerada um resultado positivo significativo. CIIFA: ensaio
de imunofluorescéncia indireta baseado em células; ADEM: encefalomielite aguda disseminada; DNAI: doengas
neuroldgicas autoimunes; SCI: sindrome clinica isolada; MTLE: mielite transversal longitudinalmente extensa; EM:
esclerose multipla; NMO: neuromielite éptica; ODN: outras doengas neuroldgicas; rNO: neurite éptica recorrente;
AQP4: aquaporina-4.

O estudo concluiu que a deteccao de anticorpos AQP4 por CIIFA fornece informagbes de
diagnodstico sensiveis e altamente especificas para pacientes NMO e NMO de alto risco, que
podem ser utilizados para diferenciar essas condi¢cdes de outras doencas desmielinizantes do

sistema nervoso central.

Isobe 2012 (38)

O estudo foi conduzido para avaliar o desenvolvimento de um ensaio de citometria de fluxo
(FCMA) quantitativo para analises especificas de subclasses de anticorpos anti-AQP4 1gG. O
método ELISA foi utilizado como ponte para um estudo longitudinal sobre niveis de anticorpos
anti-AQP4. Foram comparados quantitativamente os métodos de ensaio de
imunofluorescéncia (IFA) baseado em células, FCMA e ELISA e foi avaliada a relevancia clinica

da titulacdo e de subclasse IgG de anticorpos anti-AQP4 na NMO.



Soros de 142 pacientes com EM, 29 com NMO, 19 com mielite recorrente e/ou LMLE, 86 com
outras doencas neuroldgicas e 28 controles sauddaveis foram estudados. Todos os pacientes
foram examinados no Departamento de Neurologia do Hospital Universitdrio de Kyushu, Japao,

entre abril de 1994 e margo de 2010.

Para confirmar a especificidade do ELISA para anticorpos anti-AQP4, também foram avaliados
41 casos de ODN e 138 CHs por ELISA somente. Além disso, amostras de nove pacientes cujos
soros foram positivos para anticorpos anti-AQP4 e dos quais foram coletadas amostras duas ou
mais vezes durante surto ou remissao, conforme definido abaixo, também foram incluidas para
estudar a relagdo entre os valores de ELISA e o estagio da doencga. Para comparar os titulos de
ELISA e o estagio da doenca, foram utilizadas as primeiras amostras de sangue coletadas apds o

inicio do surto sempre que varias amostras eram coletadas durante uma fase de surto.

Todos os soros da fase de surto foram colhidos antes da administragdo de imunoterapias,
dentro de um més apds o inicio do surto. Os soros de pacientes na fase de remissdao foram
coletados pelo menos 30 dias apds o surto anterior e pelo menos 100 dias antes de qualquer
surto subsequente com base em um relatério anterior de que os titulos de anticorpos
anti-AQP4 aumentaram em 124 a 294% no periodo de 48 a 99 dias antes do surto. Dados
demograficos dos pacientes com anticorpos anti-AQP4 foram coletados por revisao

retrospectiva de prontuarios.

As correlagBes entre os titulos de anticorpos anti-AQP4 determinados pelos trés métodos
diferentes e entre os niveis de anticorpos anti-AQP4 e os parametros clinicos foram analisadas
pelo teste de correlagdo de Spearman. Para calcular a sensibilidade e a especificidade, foi
considerado que todos os casos que preencheram os critérios diagndsticos de 1999 para NMO
foram positivos para anticorpos anti-AQP4, enquanto todos os casos de outras doencas
neuroldgicas, todos os controles e todos os casos de EM que ndo apresentaram MTLE foram
negativos para os anticorpos. Para analisar as diferencas nas proporcdes de cada subclasse
entre os participantes com anticorpo anti-AQP4 por FCMA, o teste do X2 ou teste de Fisher e a
correcdo de Bonferroni-Dunn foram utilizados. Comparacdes de titulos de anticorpos
anti-AQP4 por ELISA entre as fases de surto e remissdo em amostras pareadas do mesmo
paciente foram realizadas com o teste de postos sinalizados de Wilcoxon. Para analisar a
associacdo entre o nivel de anticorpo anti-AQP4 determinado por cada método e os
parametros clinicos, o ajuste dos valores de p para compara¢Ges multiplas foi feito pelo
método de Benjamini-Hochberg. O limite para significancia estatistica foi estabelecido em

p<0,05 (bicaudal).



Foram observadas correlagdes positivas significativas entre os titulos de anticorpos anti-AQP4
determinados por IFA e os valores de ELISA, entre os titulos determinados por IFA e as razbes
FCMA-intensidade média da fluorescéncia (MFI) e entre os valores ELISA e as raz6es FCMA-MFI

(Figura 6).

Figura 6. Correlacdes entre os titulos de anticorpos anti-AQP4 determinados por ensaio de
imunofluorescéncia celular (IFA), ensaio por citometria de fluxo (FCMA) e ensaio

imunoenzimatico (ELISA).
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Fonte: Isobe 2012 (38). (A) Correlagdo entre o logaritmo da titulagdo determinada por IFA e o logaritmo do valor
ELISA. (B) Correlagdo entre o logaritmo da titulagdo determinada por IFA e a propor¢do da intensidade média de
fluorescéncia (MFI). (C) Correlagdo entre o logaritmo do valor ELISA e a razdo MFI.

Todas as amostras dos pacientes com outras doencgas neurolégicas e dos controles saudaveis
foram negativas para anticorpos anti-AQP4 por IFA, FCMA e ELISA (Tabela 18). O ensaio ELISA
foi estendido a mais 138 controles e 41 pacientes com outras doengas neurolégicas, e nenhum
foi positivo para anticorpos anti-AQP4. Em 95 casos de EM sem LMLE, seis casos foram

positivos para o anticorpo por IFA e FCMA e sete casos foram positivos por ELISA. Finalmente,



50 casos (16,4%) de 304 participantes foram positivos para o anticorpo anti-AQP4 por pelo
menos um método. Destes, 35 (70,0%) foram positivos por IFA, 46 (92,0%) foram positivos por
FCMA e 41 (82,0%) foram positivos por ELISA. As sensibilidades dos trés métodos foram as
seguintes: 41,4% para IFA; 51,7% para FCMA; e 48,3% para ELISA. As especificidades foram
97,1%, 97,1% e 96,7%, respectivamente (Tabela 18).

Tabela 18. Soropositividade para anticorpos anti-AQP4 entre casos com doengas neuroldgicas

e controles saudaveis.

FCMA+, n ELISA+, n

IFA+, n (%)

(%) (%)
Grupo doenga | NMO? 29 | 49,3+14,4 | 3:26 | 12(41,4) | 15(51,7) | 14(48,3)
EM sem
Grupo controle LMLE® 95 | 38,3+11,1 | 33:62 6(6,3) 6 (6,3) 7(7,4)
.ODN .. .| 57 | 46,0£17,7 | 22:35 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
inflamatodrias
ODNndo | »9 | 5494146 | 14:15 | 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
inflamatodrias
cs 28 | 44,7+14,7 | 13:15 | 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
41,4 51,7 48,3
Sensibilidade®, ! ’ !
% (IC 95%) - - - - (25,5-59,3 | (34,4-68,6 | (31,4-65,6
) ) )
97,1 97,1 96,7
Especificidadef, ’ ’ ”
% (IC 95%) (93,9) 98,7 (93,9) 98,7 (93,2) 98,4

Fonte: Isobe 2012 (38). °Casos que preencheram os critérios de 1999 para NMO. "EM sem LMLE foram
diagnosticados de acordo com os critérios revisados de McDonald (2005) e os numeros de pacientes com EM
remitente-recorrente, EM progressiva secundaria e EM progressiva primaria foram de 81, 7 e 7, respectivamente.
‘Os pacientes com ODN inflamatdrias incluiram 13 com mielite atdpica, oito com mielite parasitaria, sete com
sindrome de Sjogren (dois com neurite periférica, dois com mielite e neurite periférica, dois com mielite e um com
ataxia cerebelar), seis com encefalite, seis com mielopatia associada ao HTLV-I, trés com miastenia gravis, trés com
sarcoidose, dois com IUpus eritematoso sistémico (encefalopatia), dois com doenga de Behget, dois com sindrome
de Guillain-Barré e um com encefalomielite aguda disseminada, Churg-Strauss sindrome, meningite, sindrome
paraneoplasica e mielite de causa desconhecida. “Os pacientes ODN n3o inflamatdrias compreendiam 11 casos com
degeneragdo espinocerebelar, cinco com esclerose lateral amiotrofica, trés com atrofia de mdltiplos sistemas, trés
com doenga de Parkinson, dois com hidrocefalia de pressdao normal e um com doenga difusa de corpos de Lewy,
epilepsia do lobo temporal, paraplegia espastica hereditaria, mielopatia espondilética cervical e infarto cerebral
cardiogénico. °A sensibilidade foi calculada assumindo que os casos com NMO possuem anticorpos anti-AQP4. ‘A
especificidade foi calculada assumindo que CS, casos com ODN nao inflamatdrias ou ODN inflamatdrias e casos de
EM sem LMLE ndo possuem anticorpos anti-AQP4. AQP4: aquaporina-4; CS: controles sauddveis; EM: esclerose



multipla; FCMA: ensaio de citometria de fluxo; IC: intervalo de confianga; IFA: ensaio de imunofluorescéncia; LMLE:
lesGes medulares longitudinalmente extensas; NMO: neuromielite éptica; ODN: outras doengas neuroldgicas.

Quando foram analisados os pacientes positivos para anticorpos anti-AQP4 que ndo receberam
corticosteroides, ndo houve correlagdes significativas entre os titulos de anticorpos anti-AQP4
determinados por IFA ou por ELISA e qualquer um dos pardmetros clinicos examinados. As
razbes MFI para anticorpos anti-AQP4 das subclasses 1gG1 ou IgG2 também ndo mostraram
correlacdo significativa com qualquer parametro examinado apds corre¢ao para comparacoes
multiplas, enquanto a proporcao MFI de IgG total para AQP4 mostrou uma correlagao negativa

significativa com o indice de Progress3o.

Os valores de ELISA n3o diferiram significativamente entre surto e remissdo (606,3+525,1 U/ml
no surto vs. 1612,6%3112,4 U/ml em remissdo; p=0,9530, n=79). Mesmo quando apenas
amostras pareadas foram comparadas, os valores de anticorpos anti-AQP4 ndo foram
significativamente diferentes entre as fases de surto e remissdo (521,8+477,1 U/ml no surto vs

713,5+1907,0 U/ml na remissdo, p= 0,1289).

No total, 26 pacientes com EM (18,3%) cujo soro foi positivo para anticorpos anti-AQP4 por
pelo menos um método, 17 casos preencheram os critérios revisados de NMO, enquanto
outros cinco casos tinham LMLE e foram considerados como tendo um DENMO. Entre 47 casos
de EM com LMLE, 20 (42,6%) casos preencheram os critérios NMO revisados. Entre os outros
95 casos de EM sem LMLE, sete (7,4%) foram positivos para anticorpo anti-AQP4 por pelo
menos um método e trés (3,2%) casos preencheram os critérios revisados de NMO. Entre os 92
pacientes restantes com EM que ndo atenderam aos critérios revisados de NMO nem tinham
LMLE, quatro (4,3%) foram positivos para anticorpos anti-AQP4. Entre esses quatro pacientes,

um paciente foi positivo apenas pelo ELISA e poderia ser um falso positivo.

Entre os casos com anticorpo anti-AQP4 detectado por FCMA, anticorpos anti-AQP4 1gG1, 2, 3

e 4 foram encontrados em 97,8%, 37,0%, 6,5% e 6,5%, respectivamente.

N3do houve associa¢do de positividade de anticorpo ou nivel de subclasses de anticorpos IgG

anti-AQP4 com parametros clinicos apds o ajuste dos valores de p para comparac¢des multiplas.

Hoéftberger 2013 (39)

Estudo também inserido na meta-analise de Ruiz-Gaviria 2015.



O grupo de pesquisadores do estudo havia observado anteriormente que a técnica de
imunohistoquimica otimizada (IHC-o) desenvolvida para a deteccdo de anticorpos contra
antigenos de superficie celular/sindpticos também identificou o padrdo de anticorpos IgG
anti-NMO, que foi facilmente reconhecido em comparagdo com a imunohistoquimica
convencional (IHC-c). Desta forma, um novo estudo foi desenvolvido com o objetivo de
determinar a sensibilidade e a especificidade do IHC-o para detectar anticorpos anti-AQP4 e
NMO-IgG, e compara-los aos ensaios baseados em tecidos convencionais, incluindo
imunofluorescéncia indireta baseada em tecidos (lIF) e IHC-c, e dois CBA, um ensaio baseado
em células desenvolvido internamente (CBA-ih, do inglés in-house cell-based assay) com a

isoforma AQP4-M23 e um ensaio comercial (CBA-c).

Amostras de soro de 103 pacientes com NMO definida de acordo com os critérios diagndsticos
revisados de 2006 (79% do sexo feminino, idade média na amostragem de 42,1 anos, com
variacdo de 7 a 82 anos) e 122 com doencas neuroldgicas inflamatdrias: 101 pacientes com EM,
30 deles com soro pareado e liquor (83 recidivantes e 18 primdrios progressivos) preenchendo
os critérios de McDonalds e 21 com sindromes neurolégicas associadas a anticorpos
antineuronais (3 Hu, 2 Ri, 2 Yo, 3 CV2/CRMP5, 2 Ma2, 1 SOX, 3 GAD, 3 LGI1 e 2 CASPR2) foram
testados por IHC-o0, CBA-ih e CBA-c. As amostras de NMO foram fornecidas por 3 centros: Lyon
Neuroscience Research Center, Franca; Grupo de Neuroimunologia, Hospital Clinic de
Barcelona, Espanha; e o Departamento de Neurologia, SMZ-Ost Donauspital, Viena, Austria.
Trinta e nove amostras de NMO foram previamente analisadas por IIF e outras 43 amostras por
IHC-c. Essas amostras foram posteriormente reanalisadas por IIF e IHC-c, respectivamente. Os
soros foram codificados antes do teste e todos os estudos foram avaliados por dois
investigadores, cegos para o diagndstico neuroldgico ou resultados dos ensaios baseados em

tecidos convencionais.

Para o IHC-0, o mesmo protocolo descrito para detectar anticorpos contra antigenos de
superficie celular foi utilizado. CBA-ih utilizou células vivas transfectadas com a AQP4, isoforma
M23. Para o CBA-c, foram seguidas as instrucdes do fabricante (Euroimmun, Luebeck,

Alemanha).

A anadlise da curva ROC foi utilizada para avaliar a acuracia diagndstica dos testes. O grau de
concordancia entre dois ensaios foi avaliado pela estatistica kappa, que mede a concordancia
além do acaso. Kappa é igual a 1,0 para concordancia perfeita e valores acima de 0,8 sdo

considerados concordancias muito boas.



A sensibilidade do IHC-o foi de 75% (77 de 103), do CBA-ih de 76% (78 de 103) e do CBA-c de
74% (76 de 103), conforme apresentado na Tabela 19. A concordancia geral entre ensaios foi
alta, 100 de 103 foram coincidentes em todas as técnicas. A especificidade dos trés ensaios foi
de 100%. Os valores kappa de concordancia foram de 0,99 (IC 95%: 0,987-0,992) entre CBA-ih e
IHC-0; entre CBA-ih e CBA-c de 0,980 (IC 95%: 0,975-0,985); e entre IHC-0 e CBA-c foi de 0,970
(IC95%: 0,962-0,977; p <0,0001 para todos os valores).

Tabela 19. Sensibilidade e especificidade dos ensaios de anticorpos NMO-IgG/AQP4.

NMO CS Sensibilidade | Especificidade | ROC-AUC RV+ RV-
- - 0, 0, 0,
(n=103) | (n=122) (1C 95%) (1IC 95%) (1IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
75,7 100 0,879 ) 0,24
CBA-ih 78 0
(66,3-83,6) (96,9-100) (0,83-0,93) (n.a.) (0,17-0,34)
74,8 100 0,874 0 0,25
IHC-0 77 0
(65,2-82,8) (96,9-100) (0,82-0,93) (n.a.) (0,18-0,35)
73,8 100 0,869 0 0,26
CBA-c 76 0
(64,2-82) (96,9-100) (0,82-0,92) (n.a.) (0,19-0,36)

Fonte: Hoftberger 2013 (39). AUC: area sob a curva; CBA-c: ensaio baseado em células comercial; CBA-ih: ensaio
baseado em células desenvolvido internamente, do inglés, in-house cell-based assay; CS: controles saudaveis; IC:
intervalo de confianga; IHC-0: imuno-histoquimica otimizada; n.a.: ndo aplicavel; NMO: neuromielite dptica; RV-:
razdo de verossimilhanga negativa; RV+: razdo de verossimilhanga positiva.

A variabilidade inter observador para o IHC-o foi baixa e discordante apenas em duas amostras,
com valor kappa de concordancia entre os dois investigadores de 0,980 (IC 95%: 0,974-0,985).
A analise para IIF e IHC-c mostrou total concordancia com os resultados anteriores. O IHC-o
detectou 6 casos positivos a mais que o IIF (61,5% vs. 46%) e 5 a mais que o IHC-c (77% vs.

65%).

O estudo concluiu que o IHC-o é sensivel para detectar anticorpos NMO-IgG/AQP4 e os
achados se comparam bem com CBA. Este tipo de IHC expande as ferramentas disponiveis para

detecc¢do de anticorpos NMO-1gG/AQPA4.




Marignier 2013 (40)

O estudo foi conduzido com os objetivos de avaliar a otimizagdo de um CBA para detecgdo de
AQP4-Ac e avaliar a influéncia do aumento da sensibilidade do ensaio nas caracteristicas

demogrificas e relacionadas a doenga em um grupo de pacientes negativos para AQP4-Ac.

Foram analisadas amostras de soro e dados clinicos de pacientes com NMO e controles. Foram
selecionados os pacientes com NMO da coorte francesa NOMADMUS (NMO e disturbios
neuroldgicos relacionados) que incluia 253 pacientes no momento do estudo. Todos os casos
incluidos no NOMADMUS foram avaliados por um comité ad hoc de especialistas. Os dados
foram registrados e anonimizados em um banco de dados. Foram analisados os seguintes
dados: sexo, etnia, idade de inicio da doenga, duragdo do acompanhamento, sintomas de
inicio, tipo e frequéncia de recaida, deficiéncia visual irreversivel (acuidade visual no melhor
olho abaixo de 1/20 persistindo por mais de 6 meses), incapacidade motora irreversivel (mais

de 6 meses), RNM cerebral, RNM da medula espinhal e caracteristicas do liquor.

O grupo NMO compreendeu 87 pacientes (71 mulheres e 16 homens, 55 caucasianos) que
preencheram os critérios internacionais de NMO. A idade média de inicio foi de 34,9 anos,
variando de 2 a 71 anos. A RNM da medula espinhal estava disponivel para todos os pacientes
e mostrou anormalidade de sinal estendendo-se por 3 ou mais segmentos vertebrais em 80
dos 87 casos. Para os 7 casos restantes, a RNM ndo foi realizada. Vinte e quatro pacientes
possuiam RNM cerebral anormal no inicio e 6 preencheram os critérios de RNM para EM. Os
resultados para bandas oligoclonais no liquor eram conhecidos para 76 pacientes e positivos
para 19. Todos os pacientes apresentaram um curso recidivante. Dentre a popula¢do de NMO
definida, foi selecionado um subgrupo de 12 pacientes para os experimentos preliminares. Eles
foram positivos (n=2), negativos (n=5) ou duvidosos (n=5), conforme avaliado pelo método
classico de deteccdo baseada em células de AQP4-Ac. No grupo "equivoco", a coloracdo para

AQP4-Ac foi muito baixa e pode ser considerada inespecifica.

Como controles, foram testados 54 soros, incluindo 31 pacientes consecutivos (25 mulheres e 6
homens) admitidos com EM cldssica de acordo com os critérios de McDonald. Nove pacientes
foram avaliados por ocasido de um primeiro episédio neuroldgico (sindrome clinicamente
isolada), 20 seguiram um curso remitente-recorrente e 2 pacientes seguiram um curso
secunddrio progressivo de acordo com as definigdes reconhecidas. A RNM cerebral inicial foi
sugestiva de EM para todos e nenhum apresentou lesdo medular que se estendesse por 3 ou
mais segmentos vertebrais. Bandas oligoclonais do liquor foram detectadas em todos os

pacientes. Também foram testados 9 pacientes com sindrome neuroldgica paraneoplasica, 3



com disturbios neuroldgicos inflamatérios (sarcoidose, sindrome de Sjégren e neuroltpus) e 11

doadores saudaveis.

A sensibilidade, a especificidade e o valor preditivo positivo e negativo foram calculados e foi
conduzida a analise da curva ROC para cada método de detecgdo. Andlises comparativas
descritivas usando o teste x2 foram feitas para varidveis categoricas e Wilcoxon-Mann-Whitney

para variaveis continuas. O corte de significancia estatistica ocorreu em p < 0,05.

CBA otimizado com a isoforma AQP4-M23 em células vivas mais sensivel do que o cldssico
AQP4-M1 em células fixas

Anadlises preliminares sugeriram que o método usando células vivas cotransfectadas com
plasmideos AQP4-M23 n3do marcados e proteina fluorescente verde aprimorada (EGFP) e
pos-fixados foi o teste mais confidvel. Foram comparados, “um a um”, varias condicdes e
diferentes plasmideos, cada vez com o subgrupo de 12 soros de pacientes com NMO
selecionados. Primeiro, foram comparados o CBA em células HEK que expressam a isoforma
AQP4-M1 marcada com EGFP usando células fixas versus vivas e ndo foram encontradas
diferencas entre essas as técnicas. Em seguida, foi comparado o CBA com células fixas
expressando AQP4-M1-EGFP com células vivas expressando a isoforma AQP4-M23. Uma
diferenca significativa foi identificada, com 3 amostras duvidosas consideradas positivas apenas
com o ensaio AQP4-M23. Para investigar esse ganho de sensibilidade, foram comparados CBAs
usando células fixas versus células vivas, ambas expressando proteina AQP4-M23 ndo marcada.
O método permaneceu mais sensivel usando células vivas. A cotransfeccio de EGFP e
AQP4-M23 nao alterou a sensibilidade do método. Finalmente, foram comparados protocolos
usando células vivas cotransfectadas por EGFP e AQP4-M23 ndo marcadas com células vivas
transfectadas com AQP4-M23 marcadas no N-terminal por EGFP. Esta uUltima abordagem foi

menos sensivel, sem soros duvidosos positivos.

O “teste otimizado” (células vivas cotransfectadas com AQP4-M23 e EGFP) foi entdo
comparado ao método classico (células fixadas transfectadas com AQP4-M1-EGFP) no grupo
total de 87 pacientes com NMO e 54 controles. Usando o CBA classico, 50 das 87 amostras de
pacientes foram positivas e 37 negativas para AQP4-Ab. Nenhuma das 54 amostras de controle
foi positiva. Portanto, a sensibilidade do método de referéncia foi de 57,4%, especificidade de
100%, valor preditivo positivo de 100% e valor preditivo negativo de 59,3%. Usando o CBA
otimizado, 65 das 87 amostras de pacientes foram positivas e 22 negativas. Nenhuma das
amostras positivas com o método cldssico foi negativa com o CBA otimizado. Nenhuma das 54

amostras de controle foi positiva. Assim, para CBA otimizado, a sensibilidade foi de 74,4%, a



especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 100% e valor preditivo negativo de 71%.
Esses resultados mostram um aumento significativo tanto na sensibilidade quanto no valor
preditivo negativo do CBA otimizado em comparagdo com o CBA classico (17% e 11,7%,
respectivamente). Eles também confirmam a especificidade muito alta do método. Todas as
amostras de NMO foram previamente testadas por imunofluorescéncia indireta e 47 foram

positivas. A sensibilidade foi de 54%.

Tabela 20. Pacientes soropositivos de acordo com o ensaio baseado em células entre 87

pacientes com NMO e 54 controles®.

NMO EM SPN CS ODN
Numero de pacientes 87 31 9 11 3

AQP4-M1-/AQP4-M232- 22(25,2) | 31(100) 9 (100) 11 (100) 3 (100)

AQP4-M1+/AQP4-M23- 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)

AQP4-M1-/AQP4-M23+ 15 (17,3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

AQP4-M1+/AQP4-M23+ 50 (57,4) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)

AQP4-M1+ 50 (57,4) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

AQP4-M23+ 65 (74,7) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)

Fonte: Marignier 2013 (40). °Dados expressos em numeros (%). AQP4: aquaporina-4; CS: controles saudaveis; EM:
esclerose multipla; NMO: neuromielite dptica; ODN: outras doengas neuroldgicas; SPN: sindromes paraneoplasicas.

deteccao utilizado

Usando o método cldssico de imunofluorescéncia indireta, ndo houve diferenca de acordo com
o estado sorolégico, além de um resultado ruim de acuidade visual menos frequente no grupo

negativo para AQP4-Ac.

Com o classico AQP4-M1CBA, também foi encontrado um resultado de acuidade visual ruim
menos frequente no grupo soronegativo (19,2% vs. 62,5%, p=0,009) e uma diferenga em
relagdo a etnia caucasiana, com uma super-representagao no grupo soronegativo (92,6% vs.

71,4 %, p=0,03).



Por outro lado, com o AQP4-M23 CBA otimizado, houve varias diferencas estatisticamente
significativas de acordo com o status do AQP4-Ac. Essas diferencgas incluiram sexo e etnia, com
uma super-representacdo de homens caucasianos no grupo soronegativo (M/F: 1,2 vs. 9,8,
p=0,0002; etnia caucasiana: 100% vs. 73,6%, p=0,0291). Os pacientes também diferiram nas
caracteristicas do primeiro sintoma, com NO e MT simultaneas muito mais frequentes no grupo
soronegativo (27% vs. 6%, p=0,01). Para incapacidade, novamente houve um resultado de
acuidade visual ruim menos frequente no ultimo acompanhamento no grupo soronegativo
(12% vs. 54%, p = 0,006). Para as demais caracteristicas clinicas e paraclinicas, incluindo RNM

cerebral, de medula espinhal e andlise do liquor, ndo houve diferencgas (Tabela 21).

Os autores concluiram que os achados do estudo levantam a questdo de uma fisiopatologia
distinta para pacientes com NMO negativos para AQP4-Ac e de seu lugar no espectro da

doenca.



Tabela 21. Comparac¢do de caracteristicas demograficas e relacionadas a doenga entre pacientes NMO soronegativos e soropositivos, de acordo com o

método de detecgdo utilizado.

IFF CBA M1 CBA M23
P(zs;i;i;)o N((: g::(i)\;o Valor de p P::;B’;’ N(?‘ g=a;i7\;o Valor de p P(?::;;) N((: g=a2ti2\;o Valor de p
Idade de inicio em anos
Média + DP 35+18 34+12 0,870 34 +17 35+12 0,713 34+17 36+ 10 0,693
Variagao 2-71 7-54 - 2-71 14-60 - 2-71 14-52 -
Sexo, n (%)
Masculino 5(11) 11 (28) 0,055 4(8) 12 (32) 0,055 6 (9) 10 (45) <0,001°
Feminino 42 (89) 29 (72) - 46 (92) 25 (68) - 59 (91) 12 (55) -
Razdo, F/M 8,4 2,6 - 11,5 2,1 - 9,8 1,2 -
Caucasianos, n (%)°
Sim 30 (77) 25 (83) 0,561 30(71) 25 (93) 0,037a 39 (74) 16 (100) 0,029°
N3o 9(23) 5(17) - 12 (29) 2(7) - 14 (26) - -
Duragdo da doenga em anos
Média + DP 95+7,4 8,1+7,7 0,211 92+7,5 8,6+7,8 0,614 9,0+ 8,0 8,6+6,2 0,909
Variagao 0,5-33 0,5-39 - 0,5-33 0,5-39 - 0,5-39 1-24 -
NO + MT na primeira
apresentagao, n (%)
Sim 4(9) 6 (15) 0,502 3(6) 7 (19) 0,090 4 (6) 6 (27) 0,015°
N3o 43 (91) 34 (85) - 47 (94) 30 (81) - 61 (94) 16 (73) -




Envolvimento do tronco
cerebral, n (%)

Sim 12 (25) 10 (25) 0,955 13 (26) 9 (24) 0,859 16 (25) 6 (27) 0,784

N3o 35 (75) 30 (75) - 37 (74) 28 (76) - 49 (75) 16 (73) -

Taxa anual de surtos

Média + DP 1,2+1,1 1+0,8 0,534 1,2+1,1 1,1+0,8 0,602 1,26%1,1 0,9+0,6 0,230
Variagdo 0,1-6 0,2-4 - 0,1-6 0,2-4 - 0,1-6 0,2-2 -
EDSS no ultimo
acompanhamento
Média + DP 54+2,8 42+23 0,078 52+2,9 4,3+2,2 0,106 5+2,8 46121 0,618
Variagao 0-10 0-10 - 0-10 1-10 - 0-10 1-8 -

Perda grave de AV no ultimo
acompanhamento, n (%)°

Sim 20 (69) 5(17) <0,001° 20 (63) 5(19) 0,001° 23 (55) 2(12) 0,007°

Nao 9(31) 24 (83) = 12 (37) 21 (81) = 19 (45) 14 (88) =

Fonte: Marignier 2013 (40). ®Valor estatisticamente significativo. °N3o ha dados disponiveis para todos os pacientes. AV: acuidade visual; CBA: ensaio baseado em células; DP: desvio padrio;

EDSS: Escala Expandida do Estado de Incapacidade; IIF: imunofluorescéncia indireta; MT: mielite transversa; NO: neurite dptica.



Fryer 2014 (41)

O estudo conduzido foi motivado pelo grande numero de resultados falso-positivos e
falso-negativos encontrados em consultas médicas realizados através de um kit ELISA
clinicamente validado. O teste ELISA foi entdo comparado com 3 CBAs transfectados com AQP4
alternativos por microscopia de imunofluorescéncia pontuada pelo observador e separador
celular ativado por fluorescéncia (FACS), adequados para testes clinicos de alto rendimento
usando soros de pacientes submetidos consecutivamente para testes de AQP4-IgG, entre 2011

e 2013.

Os soros de pacientes com quadros neurolégicos foram testados inicialmente por ELISA ja
presente no servico (AQP4 recombinante, isoforma M1) e depois por ensaios de fluorescéncia
CBA: tipo fixo (CBA, M1-AQP4, pontuado pelo observador) e em células vivas (FACS, isoformas
M1 e M23 de AQP4). A influéncia da transfecgdo de células com uma mistura de M1 e M23 no

desempenho do FACS também foi analisada.

A sensibilidade e a especificidade foram determinadas para cada ensaio por referéncia aos
diagndsticos pré-teste para pacientes do grupo 1. McNemar ou testes binomiais exatos foram
usados conforme apropriado para comparar a sensibilidade entre ensaios e as diferencas de
especificidade. Curvas ROC ndo foram geradas para dados M1-ELISA ou M1-CBA devido a baixa
variabilidade. A partir das curvas ROC geradas para os resultados FACS, as dreas sob as curvas
foram calculadas para os resultados M1 e M23 FACS vs. acaso (0,50) e entre si. RazGes de
verossimilhanga positivas e intervalos de confianca foram calculados para os pacientes do
grupo 1 e 2 combinados. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

Para garantir a qualidade, os testes foram repetidos pelo menos uma vez para todos os soros

com resultado positivo. Todos os testes foram realizados de forma cega para os dados clinicos.

O grupo controle foi formado por 338 individuos e todos foram negativos por M1-ELISA e
M1-CBA. Quatro soros produziram resultados positivos 21 em ensaios FACS: 2 no grupo de
hipergamaglobulinemia (somente ensaio M23-FACS; indices de ligacdo de 1gG: 6,86 e 4,96) e 2
no grupo autoimune érgao- inespecifico ANA-positivo (M23-FACS; indices de ligacdo de IgG:

4,99 e 4,30; 1 foi positivo também por M1-FACS; indice de ligacdo de IgG: 2,74).



Para pacientes cujo diagndstico diferencial incluiu DENMO, foi investigado o soro enviado de
um total de 1.075 pacientes para o teste MI1-ELISA durante a avaliagdo neuroldgica.
Informacdes clinicas estavam disponiveis para todos os pacientes do grupo 1 e para pacientes
soropositivos nos grupos 2-4. Os resultados do teste AQP4-lgG foram analisados com
referéncia aos diagndsticos pré-teste atribuidos pelo médico. Os resultados positivos
produzidos por soros de pacientes com e sem diagndstico de DENMO sdo mostrados na Tabela
22 e na Tabela 23. Multiplos ensaios produziram positividade para todos, exceto 6 de 45
pacientes com DENMO (Tabela 22). Um Unico ensaio foi positivo em todos, exceto 3 de 65

pacientes sem DENMO (Tabela 23).

Tabela 22. Frequéncia e distribuicdo de resultados positivos produzidos por diferentes

ensaios AQP4-IgG em pacientes com diagnostico clinico de DENMO.

Tipo de ensaio EIIET

M1-ELISA - - = o + +
M1-CBA - - + + - -
M1-FACS + + + + - -
M23-FACS - + + + + -
Grupo 1 Pacientes 1 0 3 10 0 2
N testados 388
Positivos 16 (4%)
Grupo 2 Pacientes 0 3 3 17 1 0
N testados 615
Positivos 24 (4%)
Grupo 3 Pacientes 2 1 2 0 0 0
N testados 31
Positivos 5 (14%)

Fonte: Fryer 2014 (41). Os pacientes com DENMO foram positivos em varios ensaios em todos, exceto 6 dos 45
casos; FACS e CBA foram os mais sensiveis. AQP4: aquaporina-4; CBA: ensaio baseado em células; DENMO:
disturbios do espectro da neuromielite dptica; FACS: separador celular ativado por fluorescéncia.



Tabela 23. Frequéncia e distribuicdo de resultados positivos produzidos por diferentes

ensaios AQP4-IgG entre pacientes sem evidéncia clinica de diagndstico de DENMO.

Tipo de ensaio Resultados

M1-ELISA - + + ;
M1-CBA - - + +
M1-FACS - = - +
M23-FACS + - - +
Grupo 1 Pacientes 15 3 0 0
N testados 388
Positivos 18 (5%)
Grupo 2 Pacientes 2 2 0 2
N testados 615
Positivos 6 (1%)
Grupo 4 Pacientes 0 40 1 0
N testados 41
Positivos 41 (100%)

Fonte: Fryer 2014 (41). Os pacientes sem DENMO foram positivos em apenas um ensaio (ELISA ou M23-FACS) em
todos, exceto 3 de 65 casos. AQP4: aquaporina-4; CBA: ensaio baseado em células; DENMO: disturbios do espectro
da neuromielite éptica; FACS: separador celular ativado por fluorescéncia.

O grupo 1 foi formado por pacientes consecutivos da Mayo Clinic testados de 12 de janeiro a 31
de maio de 2012 (n = 388) que tinham (1) NMO clinicamente definida (atendendo aos critérios
de Wingerchuk 2006, 16 excluindo soropositividade AQP4-IgG), (2) primeira apresentacdo
potencial de um DENMO (episédio monofdsico ou recorrente apenas de NO; episddio
monofasico ou recorrente apenas de MT [lesdes de segmento longo ou curto]) ou (3) um
diagnéstico neuroldgico alternativo. NMO ou DENMO foi o diagndstico pré-teste suspeito para
50 pacientes: NMO (12); NO (10; monofasico unilateral, 7, monofasico bilateral, 2; recorrente,
1); MT (28; monofasico, 21; recorrente, 7). Outros diagndsticos neuroldgicos foram

considerados pré-teste mais provdveis para os 338 pacientes restantes.



Entre 388 soros testados, 34 apresentaram resultados positivos. Dezesseis pacientes

soropositivos tiveram diagndstico de DENMO: 10 NMO; 4 MT; 2 NO.

AQP4-1gG foi detectada por M1-FACS em 14 (mediana: 40,9; intervalo: 2,77-138); M23-FACS
em 13 (mediana: 42,1; intervalo: 10,4-85,0); M1-CBA em 13 e M1-ELISA em 12 (mediana: 70,7;
intervalo: 5,2 a >160 U/mL).

Os 18 soros restantes com resultados positivos eram de pacientes sem diagndstico de DENMO.
AQP4-1gG foi detectado por: apenas M23-FACS em 15 (mediana: 4,04; intervalo: 3,01-9,74) e
apenas M1-ELISA em 3 (mediana: 5,4; intervalo: 5,20-46,4 U/mL).

Para NMO clinicamente definido, as sensibilidades do ensaio foram de 83% para M1-FACS, 75%
para M23-FACS, 75% para M1-CBA e 58% para M1-ELISA (diferengas ndo estatisticamente

significativas para todas as comparacoes de M1-FACS versus outros ensaios; p>0,05).

As especificidades do ensaio para o diagndstico de NMO foram as seguintes (Tabela 24): 100%
para M1-FACS, 100% para M1-CBA; 99% para M1-ELISA e 95% para M23-FACS. M23-FACS foi
menos especifico do que M1-FACS (p<0,001), M1-CBA (p<0,001) e M1-ELISA (p=0,004). A
analise ROC de ensaios FACS usando dados para todos os 50 pacientes com apresentacao
clinica compativel com DENMO (NMO, NO ou MT) revelou uma area significativamente maior

sob a curva para M1-ACS (0,64) do que para M23-FACS (0,57), p = 0,02.

Tabela 24. Dados de sensibilidade e especificidade para pacientes do grupo 1 com NMO

clinicamente definida e 338 controles.

Ntflmero'd'e testes Nidmero de sensibilidade IC 95%
positivos casos
M1-FACS 10 12 0,83 0,55 0,95
M23-FACS 9 12 0,75 0,47 0,91
M1-ELISA 7 12 0,58 0,32 0,81
M1-CBA 9 12 0,75 0,47 0,91
Numero d.e testes Numero de Especificidade IC 95%
negativos controles
M1-FACS 338 338 1,00 0,99 1,00
M23-FACS 322 338 0,95 0,92 0,97




M1-ELISA 335 338 0,99 0,97 0,99

M1-CBA 338 338 1,00 0,99 1,00

Fonte: Fryer 2014 (41). AQP4: aquaporina-4; CBA: ensaio baseado em células; NMO: neuromielite éptica; FACS:
separador celular ativado por fluorescéncia; IC: intervalo de confianga.

O grupo 2 consistia em pacientes soropositivos consecutivos da Mayo Clinic e ndo da Mayo

Clinic (n = 30) entre 615 soros enviados para teste de AQP4-1gG em setembro de 2011.

Trinta soros entre 615 testados produziram resultados positivos. Para os 24 pacientes com
diagndstico clinico compativel com DENMO, AQP4-1gG foi detectado por: M23-FACS em 24
(indice mediano de liga¢do de IgG: 24,9; intervalo: 4,84-52,8); M1-FACS em 23 (indice mediano
de ligacdo de IgG: 40,5; intervalo: 3,73-88,3); M1-CBA em 20; e M1-ELISA em 18 (valor
mediano 40,4; intervalo: 8,5 a >160 U/mL).

Seis soros com resultado positivo eram de pacientes ndo considerados com diagndstico de
DENMO. No entanto, 2 pacientes que foram positivos em 3 ensaios (M1-CBA, M1-FACS e
M23-FACS) se encaixaram no espectro DENMO estendido. Ambas eram do sexo feminino e

tinham encefalite autoimune.

Dois outros (EM classico e mielopatia de causa desconhecida) foram positivos apenas por
M23-FACS (indices de ligacdo de IgG: 3,97 e 4,95), e outros 2 (disturbio de dor miofascial e EM

classica) foram positivos apenas por M1-ELISA (valores: 5,2 e 107 U/mL).

As razoes de verossimilhanca positivas produzidas pelos 4 ensaios para os grupos 1 e 2
combinados foram M1-FACS: 65,9 (IC 95%: 16,7-267,9); M1-CBA: 54,8 (IC 95%: 13,4-224);
M1-ELISA: 18,8 (IC 95%: 7,5—-47-3); e M23-FACS: 6,6 (IC 95%: 3,9-10,8).

Os grupos 3 e 4 consistiam em pacientes ndo pertencentes ao grupo 1 ou 2 que chegaram ao
conhecimento do estudo por meio de consulta laboratorial de servico clinico iniciada por

neurologistas de referéncia (periodo de 2011 a 2013).

O grupo 3 compreendeu potenciais falso-negativos: 31 pacientes M1-ELISA-negativos para os
guais a suspeita clinica de DENMO era alta. Os soros de 31 pacientes com apresentagao
compativel com DENMO produziram resultados negativos por M1-ELISA. Cinco foram positivos
por M1-FACS (indice mediano de ligacdo de IgG: 4,8; intervalo: 2,77-6,53); 3 de 5 também

foram positivos por M23-FACS (mediana: 10,4; intervalo: 6,60-12,1) e 2 também foram



positivos por M1-CBA. Os 26 restantes, negativos em todos os ensaios, foram considerados

provavelmente verdadeiros soronegativos.

O grupo 4 compreendeu potenciais falsos positivos: 41 pacientes positivos para M1-ELISA sem
evidéncia clinica de DENMO. Entre 21.788 pacientes individuais testados, 1.261 apresentaram
resultados M1-ELISA positivos. Os médicos que cuidaram de 41 deles notificaram a suspeita de
resultados falso-positivos porque as apresentagdes clinicas ndo eram compativeis com DENMO.
O valor mediano para M1-ELISA foi de 18,6 Ul/mL (intervalo: 5,10 a 0,160 Ul/mL). Apenas um
destes 41 soros mostrou resultado positivo quando testado pelos 3 CBAs (M1 CBA). O paciente
apresentava sintomas optoespinhais sem anormalidades clinicas ou radiolégicas objetivas. Os

40 restantes foram considerados falsos positivos.

O estudo concluiu que os CBAs transfectados com AQP4, particularmente M1-FACS, tém um
desempenho ideal para auxiliar no diagndstico sorolégico de DENMO. Ensaios M23-AQP4

podem produzir resultados falso-positivos por ligacdo nao especifica de IgG.

Siritho 2014 (42)

Um estudo observacional retrospectivo foi conduzido, incluindo pacientes tailandeses com
suspeita de doencas inflamatdrias desmielinizantes idiopaticas do SNC em uma clinica de EM
entre 12 de maio de 2009 e 28 de fevereiro de 2010, no Siriraj Hospital, Mahidol University,
Tailandia. O objetivo principal do estudo foi avaliar a precisdo do kit comercialmente disponivel
para diagnosticar pacientes tailandeses com NMO/DENMO a partir de uma grande coorte

tailandesa com alta prevaléncia de NMO/DENMO.

Cento e doze pacientes foram testados para anticorpos anti-AQP4 por CBA com o método
Sendai (post-fixed-CBA; CBA-Sendai), um kit comercial (pre-fixed-CBA; Euroimmun® - CBA-Kit) e
um ensaio de imunofluorescéncia indireta baseado em tecidos (IIF-TBA). Os pacientes foram
classificados em NMO, DENMO soropositivo (AQP4-pos DENMO), DENMO soronegativo
(AQP4-neg DENMO), EM classica, EM atipica e sindrome clinica isolada.

Para comparar os dois testes diagndsticos com CBA pds-fixada para sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivos e negativos e acuracia, foram considerados apenas
pacientes nas categorias 1 e 2 (NMO e AQP-pos DENMO). A concordancia entre os resultados
de anticorpos AQP4 foi avaliada de acordo com os coeficientes Kappa. Todos os valores de p

foram bicaudais e considerados estatisticamente significativos se <0,05.



De 135 pacientes com suspeita de doencas inflamatdrias desmielinizantes idiopaticas do SNC,

122 pacientes (92 mulheres e 30 homens) foram avaliados por todos os 3 testes.

Com base no post-fixed-CBA, havia 26 NMO, 25 AQP4-pos DENMO, 19 AQP4-neg DENMO, 34

EM classicas, 4 EM atipicas e 14 sindromes clinicas isoladas.

Cinco (1 NMO, 2 AQP4-neg DENMO, 2 EM classica), sete (1 NMO, 6 AQP4-pos DENMO) e dois
pacientes (1 AQP4-neg DENMO, 1 sindrome clinica isolada) foram soropositivos apenas por
CBA-kit, CBA-Sendai e IIF-TBA, respectivamente. Dezesseis pacientes foram soropositivos por
ambos CBA, mas negativos por IIF-TBA. Os dados de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuraria para IIF-TBA e CBA-kit estdo

apresentados na Tabela 25. Ambos CBA mostraram forte correlagdo (Kappa: 0,758; Tabela 26).

Tabela 25. Comparagdo entre testes para diagndéstico de NMO. *

Sensibilidade Especificidade
(IC95%) (IC95%)
IIF-TBA 52,1 (37,2-66,7) 100,0 (29,2-100) 100 (86,3 -100) 11,5 (2,4 -30,2) 54,90
Pre-fixed CBA 83,3 (69,8-92,5) 66,7 (9,4-99,2) | 97,6(87,1-99,9) | 20,0 (2,5-55,6) 82,35

Fonte: Siritho 2014 (42).*Apenas pacientes que foram diagnosticados com NMO e DENMO positivo para AQP4. VPP:
valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; IC: intervalo de confianga; CBA: ensaio baseado em células;
IIF-TBA: ensaio de imunofluorescéncia indireta baseado em tecidos.

Tabela 26. Taxas de concordancia para a detecgao de anticorpo AQP4 em 122 soros entre

IIF-TBA, CBA-kit e CBA-Sendai.

% concordancia

Co-negatividade (%) Co-positividade (%)

(valor de kappa)

IIF-TBA vs. pre-fixed CBA 75,3 49 0,546
IIF-TBA vs. post-fixed CBA 73,2 49 0,518
Pre-fixed CBA vs. post-fixed CBA 82,9 74,1 0,758

Fonte: Siritho 2014 (42). CBA: ensaio baseado em células; IIF-TBA: ensaio de imunofluorescéncia indireta baseado
em tecidos; AQP4: aquaporina-4; Pre-fixed CBA: teste de anticorpo AQP4 por imunofluorescéncia indireta baseado
em células com kit comercial da Euroimmun; Post-fixed CBA: teste de anticorpo AQP4 por imunofluorescéncia
indireta baseado em células com métodos Sendai.



De acordo com os autores, o estudo mostrou que o CBA pré-fixado é relativamente mais
sensivel do que o IIF-TBA e é comparavel em sensibilidade ao CBA pdés-fixado na deteccdo de

anticorpos AQP4 em casos de suspeita de NMO/DENMO na Taildndia.

Waters 2016 (43)

Um estudo multicéntrico envolvendo testes de anticorpo anti-AQP4 em pacientes com DENMO
foi conduzido. Amostras codificadas de pacientes com NMO ou DENMO (n=101) e controles
(n=92) foram testadas em 15 centros de diagndstico europeus usando 21 ensaios, incluindo
ensaios vivos (n=3) ou baseados em células fixas (n=10), citometria de fluxo (n=4),

imuno-histoquimica (n=3) e ELISA (n=1).

A sensibilidade, especificidade, razoes de verossimilhanga positiva e negativa e seus IC de 95%
foram calculados. A precisdo do ensaio foi calculada como (((verdadeiros positivos +
verdadeiros negativos)/total de amostras) x 100). A correlagdo intraclasse da pontuacio
semiquantitativa para todos os ensaios foi usada como uma medida de concordancia entre os
21 ensaios em pacientes com NMO clinicamente definida, excluindo os critérios menores de

soropositividade do anticorpo AQP4 e em toda a coorte.

Noventa e duas amostras de controle codificadas (37 com EM, 39 com cefaleia e 16 outras com
doengas inflamatdrias) foram enviadas aleatoriamente e intercaladas com as/amostras de
teste. No geral, 16 dos 21 ensaios foram >95% negativos nos controles. Doze ensaios foram
altamente especificos (resultados de teste falso-positivo de 0-1) e incluiram os trés CBAs
comerciais realizados internamente (CBA-El, n=3), cinco dos sete realizados em centros
diferentes (CBA-EO, n=5), dois dos trés CBAs ao vivo, um dos quatro ensaios FACS e um dos trés

TBA.

Com base nos dados de controle, qualquer amostra de pacientes com NMO clinica, NO ou MT
positiva em dois ou mais desses ensaios altamente especificos foi considerada NMO/DENMO
soropositiva. Pelo menos seis dos ensaios altamente especificos identificaram 32/50 soros
NMO (64%) como positivos (todos submetidos como soropositivos) e estes foram classificados
como NMO positivos para anticorpos AQP4, com os 18 restantes como NMO soronegativo para

anticorpos AQP4.

Resultados muito semelhantes foram encontrados nas 51 amostras de pacientes com DENMO

(9 NO, 31 TM e 11 com NO e TM) que ndo preencheram os critérios para NMO independente



do status de anticorpos. Trinta e uma amostras (61%) foram positivas em pelo menos 4/12
ensaios altamente especificos. No geral, as pontua¢des médias de ligacdo do anticorpo ndo
diferiram entre os pacientes com NMO e DENMO (Figura 7). Trinta e duas amostras de 50 (64%)
soros NMO e 34 de 51 (67%) soros DENMO foram positivas em pelo menos dois dos 12 testes

altamente especificos, deixando 35 pacientes com DENMO/NMO soronegativo.

O célculo da sensibilidade foi baseado nas 66 amostras definidas como soropositivas (32 NMO,
34 DENMO) e a especificidade baseada nas 92 amostras de controle e nas 35 amostras NMO
(n=18) e DENMO (n=17) definidas como soronegativas. As especificidades, sensibilidades e
acurdcia para os diferentes tipos de ensaios sdo apresentadas na Figura 7. Trés ensaios foram
100% sensiveis: 2/3 CBAs vivos e 1/4 FACS; todos os trés foram baseados na expressido
transiente da isoforma humana AQP4-M23. Outros 10 ensaios mostraram mais de 92% de
sensibilidade: o terceiro CBA vivo (98,5%), um ensaio FACS (97,0%), um TBA que usou
imuno-histoquimica otimizada em vez de imunofluorescéncia (TBA-IHC; 98,5%) e sete CBAs
fixos (92,4-93,9%). Os ensaios restantes tiveram entre 51,5% e 86,4% de sensibilidade,
incluindo trés CBAs fixos (80,3—86:4%), dois ensaios FACS (69,7%, 83,3%), dois TBA-IIF (51,5%,
84,8%) e o ELISA (83,3%); 4/6 desses ensaios que empregam antigeno recombinante usaram a
isoforma AQP4-M1. Desta forma, as sensibilidades variaram de 51,5% a 100% em todos os 21

testes. As especificidades variaram de 85,8% a 100%.

Os resultados das amostras NMO/DENMO soronegativas foram combinados com os resultados
dos soros de controle para medir a especificidade do ensaio e a acuracia foi definida como
(((verdadeiros positivos + verdadeiros negativos) / total de testes) x 100). Um resultado
verdadeiro positivo inclui qualquer resultado positivo nos 66 pacientes com NMO/DENMO
definidos como soropositivos e um resultado verdadeiro negativo é qualquer resultado
negativo na coorte de controle ou nas amostras de pacientes NMO/DENMO soronegativos
(Figura 7). A diferenca de acuracia entre esses dois grupos se mostrou mais clara (99,3% vs.
93,4%). No geral, os ensaios mais precisos sdo os CBAs em células vivas ou CBA fixo pontuado

internamente (in-house).

Os pesquisadores concluiram que os ensaios baseados em células foram mais sensiveis e
especificos em geral, mas que a imuno-histoquimica ou a citometria de fluxo podem ser
igualmente precisas em centros especializados. Como os pacientes com NMO/DENMO
negativo para AQP4-Ab requerem tratamento diferente, o uso de amostras de controle
apropriadas e amostras de DENMO soronegativas definidas é essencial para avaliar esses

ensaios de maneira clinicamente significativa.






Figura 7. Métricas gerais dos ensaios AQP4.
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Fonte: Waters 2016 (43). Sessenta e seis amostras foram consideradas soropositivas: 32 NMO e 34 DENMO. Usando
as pontuagdes semiquantitativas de 0—4 para cada resultado do ensaio, ndo houve diferenga na pontuagdo média do
ensaio em 21 ensaios entre os grupos NMO e DENMO (A). (B—D) Os testes sdo agrupados por tipo de ensaio no eixo
x com o numero do ensaio do estudo entre parénteses. A sensibilidade (B) foi baseada nas amostras classificadas
como NMO ou DENMO positivo para anticorpo AQP4 (66 no total). A especificidade (C) é baseada nas 92 amostras
de controle e nas 35 amostras NMO/DENMO soronegativas. O calculo da acuracia (D) foi baseado nas categorias
descritas acima: (((verdadeiro positivo + verdadeiro negativo) / total de testes) x 100). CBA: ensaio baseado em
células; IHC: imuno-histoquimica; NMO: neuromielite dptica; DENMO: distlurbios do espectro da neuromielite
Optica; FACS: separador celular ativado por fluorescéncia. Live CBA: CBA em células vivas; FIXED CBA El: CBA fixo
pontuado internamente (in house); FIXED CBA EO: CBA fixo em outros centros diagndsticos.



Long 2017 (44)

O estudo conduziu uma analise retrospectiva em que os anticorpos AQP4 foram detectados
por CBA comercial, M23-CBA in-house e M1-CBA in-house. De junho de 2013 a julho de 2015,
1.011 amostras de soro e 171 amostras de liquor de 1.011 participantes chineses consecutivos
qgue foram recrutados em 22 hospitais na China foram examinados para anticorpos AQP4. Os
dados dos participantes foram avaliados retrospectivamente por revisdes de prontudrios
médicos. Um total de 1.011 participantes foram divididos em oito grupos de acordo com os
perfis clinicos apds o teste de anticorpos AQP4 pelo primeiro CBA comercial. Os revisores
conheciam os resultados do teste comercial e os diagndsticos dos pacientes ao usar os testes

internos.

Grupo 1 (grupo NMO). O Grupo 1 consistia em participantes consecutivos (n = 160,
exacerbacdo = 116, remissdo = 44) com NMO clinicamente definida (ou seja, aqueles que
atenderam aos critérios de Wingerchuk de 2006, excluindo a soropositividade do anticorpo

AQP4).

Grupo 2 (provével grupo NMO, pNMO). O Grupo 2 consistia em participantes consecutivos (n =
33, exacerbacdo = 25, remissdo = 8) que tinham NO e MT clinicamente definidos (ou seja,
aqueles que ndo atenderam aos critérios de Wingerchuk de 2006 excluindo soropositividade

AQP4-IgG).

Grupo 3 (grupo EM). O grupo 3 consistiu em participantes consecutivos (n = 183, exacerbacdo =
133, remissdo = 50) com EM remitente-recorrente (ou seja, aqueles que atenderam aos
critérios de EM de 2010). Como os diagndsticos no presente estudo foram feitos apds CBA
comercial, o diagndstico de EM so foi feito se nenhum anticorpo AQP4 positivo estivesse
presente e se os critérios de Wingerchuk ndo fossem atendidos. Alguns pacientes com MT e

lesGes cerebrais foram incluidos no Grupo 4.

Grupo 4 (grupo MT). O grupo 4 consistiu em participantes consecutivos (n = 156, exacerbacdo =
83, remissdo = 73) que tiveram MT. Eles foram divididos em subgrupos MTLE (n = 128) e nado-
MTLE (n = 28) de acordo com as caracteristicas da RNM. Os participantes MTLE que
experimentaram dois ou mais ataques foram definidos como MTLE recorrente (n = 54) e os
participantes que experimentaram apenas um ataque foram definidos como MTLE monofasico

(n=74).



Grupo 5 (grupo NO). Grupo 5 contou com participantes consecutivos (n = 46, exacerbacgdo = 25,
remissdo = 21) que tiveram NO. Eles foram divididos em subgrupos NO monofasico (n = 18) e

NO recorrente (n = 28).

Grupo 6 (grupo de lesGes cerebrais NMO). O grupo 6 consistia em participantes consecutivos (n
= 27, exacerbacdo = 20, remissdo = 7) que apresentavam lesGes cerebrais tipicas de NMO sem
NO ou MT. As lesdes foram localizadas em locais de alta expressao de AQP4, como hipotdlamo,
superficie ependimaria ao redor do terceiro ventriculo, aqueduto, quarto ventriculo e area

postrema.

Grupo 7 (Controle 1). O grupo 7 consistia em participantes consecutivos (n = 74) que

apresentavam outros disturbios neuroimunes.

Grupo 8 (Controle 2). O grupo 8 consistia em participantes consecutivos (n = 332) que

apresentavam outros disturbios do SNC ou disturbios imunolégicos sem envolvimento do SNC.

Os dados adquiridos do registro anterior de cada participante e uma entrevista recente
incluiram o seguinte: idade, sexo, medicagdo, numero de eventos desmielinizantes e

caracteristicas clinicas.

Das 1.011 amostras de soro, 206 (20,4%) foram soropositivas por CBA comercial primario, 124
(12,2%) foram soropositivas por M1-CBA in-house e 277 (27,4%) foram soropositivas por

M23-CBA in-house. Houve diferencas significativas entre os trés ensaios (p < 0,0001).

No reteste, todos os 206 participantes positivos por CBA comercial primdrio também
produziram resultados positivos por M23-CBA in-house e o segundo CBA comercial novamente,

mas apenas 124 foram positivos em M1-CBA in-house.

Entre os 805 participantes negativos pelo CBA comercial primario, 71 participantes foram
positivos para M23-CBA in-house, dos quais 20 participantes foram positivos para o segundo

CBA comercial e nenhum foi positivo para M1-CBA in-house.

Das 171 amostras de liquor, 75 (43,9%) foram positivas pela CBA comercial primaria, 49 (28,7%)
foram positivos pelo M1-CBA in-house e 90 (52,6%) foram positivos pelo M23-CBA in-house.
Houve diferengas significativas entre os trés ensaios (p < 0,0001). Todos os 75 participantes
positivos por CBA comercial primdrio também produziram resultados positivos por M23-CBA
in-house e o segundo CBA comercial. Quarenta e nove (65,3%) desses 75 participantes foram

positivos por M1-CBA in-house. Entre os 96 participantes negativos pela CBA comercial



primaria, 15 foram positivos para M23-CBA in-house e nenhum foi positivo para M1-CBA

in-house e o segundo CBA comercial.

Os autores pontuaram como as principais conclusées do estudo: (1) diferentes isoformas de
AQP4 em CBA resultam em diferentes efeitos de deteccdo e o AQP4-M23 CBA transfectado é o
método mais sensivel com base nos dados multicéntricos e de amostras grande; (2) NMO
negativo para anticorpo AQP4 pode encontrar incerteza diagndstica e desafios devido a

limitacGes de testes de baixa sensibilidade.

Prain 2019 (45)

Com o objetivo de comparar cinco testes diferentes para a detec¢do de anticorpos anti-AQP-4,
181 pacientes com suspeita de DENMO e 253 controles foram avaliados, advindos de 23

centros na Australia e na Nova Zelandia.

Os pacientes foram excluidos se nenhuma amostra de soro fosse fornecida, se os resultados de
testes anteriores de anticorpos AQP4 ndo estivessem disponiveis, se os dados clinicos
fornecidos fossem insuficientes para o diagndstico ou se um diagndstico alternativo se tornasse
aparente. Os dados foram coletados entre 12 de janeiro de 2011 e 31 de dezembro de 2013. Os
critérios de diagndstico para DENMO do Painel Internacional para Diagndstico de NMO (IPND)

de 2015 foram aplicados retrospectivamente.

Também foram recrutados pacientes com EM, pareados por idade e sexo, que nao
apresentassem nenhuma das caracteristicas sugestivas de DENMO. Controles adicionais
consistiram em pacientes com outras doengas inflamatérias (varicela, CMV sistémico,
mononucleose infecciosa, sindrome de Sjégren e lUpus eritematoso sistémico) e doadores de

sangue saudaveis.

Resultados anteriores de testes de anticorpos AQP4 foram coletados através de um
guestionario. Amostras de soro foram obtidas e testadas para anticorpos AQP4 com técnicas de
coloragao de imunofluorescéncia indireta em tecido cerebral de camundongo, rato ou macaco

e seg¢Oes de rim de rato ou camundongo.

Um subconjunto de amostras também foi testado usando um kit ELISA, bem como dois kits de
[aminas com células fixas da Euroimmun® e um ensaio com células vivas. Cada uma das duas
[aminas consistia em dois chips de células HEK transfectadas com isoformas M1 e M23 de

AQP4 em uma e M23 AQP4 e MOG na outra (Euroimmun® Alemanha). O teste de



imunofluorescéncia indireta baseado em tecido foi realizado em 4 centros na Australia. Os
ensaios ELISA e baseados em células fixas foram realizados pela secdo de Autoimunidade da
Divisdo de Imunologia, Patologia Queensland Central Laboratory, Brisbane, Australia, de acordo
com as instru¢des do fabricante. O ensaio baseado em células vivas foi realizado no Nuffield
Department of Clinical Neurosciences, Oxford, Reino Unido. Todos os ensaios foram realizados
por pesquisadores cegos para o status diagndstico final dos casos e os resultados de Brisbane e
Oxford foram coletados por terceiros cegos com sede em Cambridge, Reino Unido, que entdo
distribuiram os resultados finais combinados para todas as partes. Os anticorpos MOG foram
detectados por trés testes diferentes: um ensaio comercial baseado em células fixas
(Euroimmun®, Alemanha), um ensaio baseado em células vivas, e um ensaio de selecdo de
células ativadas por fluorescéncia (FACS) baseado em células vivas. A soropositividade para
anticorpos AQP4 ou MOG foi definida como um resultado positivo em qualquer um dos ensaios
de imunofluorescéncia indireta baseada em tecidos (T-1IF) ou um resultado positivo em pelo

menos 2 ensaios baseados em células (incluindo ensaios FACS repetidos para anticorpos MOG).

Estatisticas ndo paramétricas foram usadas para avaliar diferengas na distribuicdo demogrifica
de casos e controles. O ponto de corte ideal para o nivel de anticorpo ELISA foi avaliado usando
a andlise da curva ROC. Sensibilidade e especificidade com intervalos de confianca de 95%
foram calculados e o grau de concordancia entre os ensaios foi avaliado por meio do

coeficiente kappa de Cohen.

No total, foram encaminhados 189 casos suspeitos de DENMO. Destes, 8/189 (4%) foram
excluidos devido a falta de uma amostra de soro disponivel. Dos 181 casos suspeitos de
DENMO, 80 preencheram os critérios de diagndstico IPND de 2015 para DENMO, 73/80 (91%)
eram soropositivos para anticorpos AQP4 e 7/80 (9%) eram soronegativos, permanecendo 101
casos suspeitos de DENMO. Nem todos os casos de DENMO soronegativos foram testados com
todos os ensaios. Foram encaminhados 108 casos de EM, dos quais 7/108 (6%) ndo tinham
soro disponivel, restando 101 controles de EM incluidos. O soro estava disponivel para 49
doengas inflamatdrias e 103 controles de doadores de sangue. Os controles da doenga
inflamatdria incluiram: lUpus eritematoso sistémico (15), sindrome de Sjégren (8), infec¢do por
citomegalovirus (9), infec¢do pelo virus Epstein-Barr (7) e infecgdo por varicela zoster (6). Os

detalhes demograficos para casos e controles sdo fornecidos na Tabela 27.



Tabela 27. Detalhes demograficos dos casos e controles.

Grupo testado Género feminino, Idade em anos,
n/N (%) mediana (intervalo)
CASOS
DENMO 80 71/80 (89) 47 (19-85)
DENMO suspeitos 101 68/101 (67)* 40 (15 - 72)*
CONTROLES
EM 101 86/101 (85) 46 (16 — 73)
Doenga inflamatéria 49 30/49 (61)* 59 (21 -97)*
Doadores de sangue 103 N/A N/A
Geral 253 116/150 (77)* 49.5 (16 - 97)

Fonte: Prain 2019 (45). *Estatisticamente diferente dos casos de DENMO de forma significativa (p < 0,05). DENMO:

disturbios do espectro da neuromielite dptica.

N3o houve diferencas estatisticamente significativas em género (X*=0,503; p=0,478) ou
distribuicdo de idade (p=0,145) entre casos de DENMO e controles de EM. N3o havia dados
disponiveis para os controles de doadores de sangue, pois essas amostras foram fornecidas
anonimamente, conforme exigido pela Cruz Vermelha Australiana. Os controles de doenca
inflamatéria eram mais velhos, mas quando combinados com os controles de EM ndo foram
significativamente diferentes dos casos de DENMO. A proporcao de mulheres em controles de
doencgas inflamatdrias (61%) em comparacdo com casos de DENMO (89%) foi
significativamente menor (X?=13,548; p<0,001). Quando os controles de EM e doenca
inflamatéria foram combinados, a propor¢do de mulheres aumentou (77%), mas permaneceu

significativamente diferente (X?=4,474; p=0,034).

A analise da curva ROC (Figura 8) dos resultados do kit de teste ELISA mostrou um corte ideal
de igual ou superior a 10 (unidades arbitrarias), com uma sensibilidade de 60% (IC 95%:
45%-98%) e especificidade de 97% (IC 95%: 93%—98%). Este nivel foi utilizado para determinar

a positividade no ensaio ELISA.

Figura 8. Analise da curva ROC para o corte mais apropriado (seta) para ensaio ELISA AQP4.



Fonte: Prain 2019 (45).

O T-IIF foi realizado em 424/434 (98%) dos casos e controles. Um ensaio AQP4 baseado em
células foi realizado em 307/434 (71%) dos casos e controles. A sensibilidade para varios
ensaios em DENMO e suspeita de DENMO, juntamente com sua especificidade nos varios
grupos de controle e controles gerais, é fornecida na Tabela 28. Os resultados dos biochips
Euroimmun® M1 e M23 em uma lamina compartilhada provaram ser idénticos e, portanto,
esses resultados foram considerados em conjunto. Os ensaios mais |sensiveis foram os
baseados em células vivas e fixas, que mostraram resultados muito semelhantes (Tabela 28). A
sensibilidade geral do ensaio baseado em células vivas foi de 92% (IC 95%: 78-97%) e a
especificidade foi de 100% (IC 95%: 98-100%). Embora menos sensivel (78% [IC 95%: 69-87%)]),
o ensaio' de imunofluorescéncia indireta baseado em tecido também provou ser muito
especifico (99,6% [IC 95%: 98-100%]). O teste ELISA foi positivo em 6 controles de doencas
inflamatérias, mas nenhum dos doadores de sangue ou controles de EM. O ensaio ELISA
provou ser o menos sensivel (60% [IC 95%: 45-98%]) e menos especifico (97% [IC 95%:
93-98%]).

Tabela 28. Sensibilidade e especificidade dos ensaios de autoanticorpos.

EI-M1/M

Grupo testado T-IIF ELISA EI-CBA Ox-CBA MOG

23

SENSIBILIDADE

DO CASO (%)

DENMO [IC95% 62/78 25/42 38/42 34/36 33/36 | 45 00)
para 30 (78) (60) (90) (94) (92)

skl ke 6] (69-87] | [45-73] | [78-96] | [82-99] | [78-97] | (O




DENMO suspeito 101 - - - - - 8/79 (10)
ESPECIFICIDADE
DO CONTROLE
(%)

. 99/99 62/64 61/64 42/43 49/49
DENMO suspeito 101 (100) (97) (95) (98) (100)
EM 101 98/98 48/48 48/48 20/20 21/21 52/52

(100) (100) (100) (100) (100) (100)

Doenga 49 49/49 43/49 49/49 49/49 49/49 48/49
inflamatéria (100) (88) (100) (100) (100) (98)
Doadores de 103 99/100 | 102/103 | 103/103 | 103/103 | 82/82 89/90
sangue (99) (99) (100) (100) (100) (99)
Geral [IC95% 346/346 | 255/264 | 242/245 | 214/215 | 201/201 | 189/191
para 354 (99,7) (97) (99) (99,5) (100) (99)
especificidade] [98-100] | [94-98] | [97-100] | [97-100] | [98-100] | [96-100]

Fonte: Prain 2019 (45). Todos os dados apresentados como Concordéncia n/N (%). Valores em negrito representam o
coeficiente kappa de Cohen. O valor em itdlico representa o valor de p. DENMO: doengas do espectro da
neuromielite éptica; El M1/M23: Iamina de biochip Euroummun® M1/M23; EI-CBA: ensaio baseado em células fixas
Euroimmun® AQP4; ELISA: ensaio imunoenzimatico; IC: intervalo de confianga; n/a: ndo aplicavel; Ox-CBA: ensaio
Oxford AQP4 baseado em células vivas; T-IIF: imunofluorescéncia indireta baseada em tecido.

O grau de concordancia entre os testes, em geral, foi alto, particularmente para os ensaios
baseados em células (Tabela 29). Nos casos suspeitos de DENMO, 5 casos foram positivos
apenas no ensaio Euroimmun® M1/M23 ou no ELISA. Como esses casos foram negativos em
todos os outros ensaios baseados em células, eles ndo foram incluidos nos casos de DENMO e
permaneceram como suspeitos de DENMO. A inclusdo dos casos suspeitos de DENMO como

controles para o calculo da especificidade ndo alterou significativamente os resultados.

Entre os casos suspeitos de DENMO, 8 foram positivos para anticorpos MOG. Um deles
também foi positivo para os biochips AQP4 e MOG no mesmo ensaio baseado em células fixas.
Este caso foi negativo para todos os outros ensaios baseados em células para anticorpos AQP4
e foi confirmado como positivo para anticorpos MOG pelo ensaio FACS e, portanto, nao foi
considerado um caso de DENMO, mas sim como um caso de doenca desmielinizante
relacionada a anticorpos MOG. Assim, ndo foi identificado nenhum caso duplo positivo de
anticorpos AQP4 e MOG. Um caso positivo de anticorpo MOG atendeu aos critérios clinicos e

radiograficos para diagndstico de DENMO, mas foi considerado um caso de doenca



desmielinizante relacionada a anticorpo MOG. Quando a analise de sensibilidade e
especificidade foi restrita aos casos com testes disponiveis para todos os ensaios (AQP4 e
MOG), os resultados ndao foram significativamente diferentes. Foi observada uma clara
correlagdo entre o numero de testes positivos (ensaios baseados em tecidos e células) e o nivel
de anticorpos ELISA. No entanto, niveis de anticorpos >100 foram observados em algumas

amostras com apenas um resultado positivo nos outros ensaios.

Tabela 29. Concordancia para ensaios de anticorpos AQP4.

Teste T-IIF ELISA El M1/M23 El AQP4
121/141 (86)
ELISA 0,556 n/a - -
<0,001
131/141 (93) 121/141 (86)
El M1/M23 0,790 0,605 n/a -
<0,001 <0,001
132/141 (94) 122/141 (87) 136/141 (96)
El AQP4 0,808 0,620 0,904 n/a
<0,001 <0,001 <0,001
134/141 (95) 122/141 (87) 136/141 (96) 139/141 (99)
Ox AQP4 0,847 0,612 0,902 0,960
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: Prain 2019 (45). Todos os dados apresentados como Concordancia n/N (%). Valores em negrito representam o
coeficiente kappa de Cohen. O valor em itélico representa o valor de p. n/a: ndo aplicavel; T-IIF: imunofluorescéncia
indireta baseada em tecido; ELISA: ensaio imunoenzimatico; El M1/M23: ldamina de biochip Euroummun® M1/M23;
EI-CBA: ensaio baseado em células fixas Euroimmun® AQP4; Ox-CBA: ensaio Oxford AQP4 baseado em células vivas.

O estudo concluiu, apds comparagao de 5 testes para anticorpos anti-AQP4 em uma populagdo
de casos com suspeita de DENMO e controles, que de acordo com os critérios de diagndstico
do IPND de 2015 para DENMO, os ensaios baseados em células para AQP4 sdo sensiveis e
altamente especificos, com desempenho melhor do que os ensaios baseados em tecido e

ELISA.



4.5.2 Analise da qualidade da evidéncia

A classificagdo da qualidade da evidéncia foi feita por desfecho conforme apresentado nas
Tabela 30 a Tabela 33. A tabela completa conforme a metodologia GRADE encontra-se no

Anexo 6.

Tabela 30. Classificagao da qualidade das evidéncias (versus ELISA)

Sensibilidade () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Especificidade () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Acuracia () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Concordancia () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa

Fonte: elaboragdo propria.

Tabela 31. Classificagao da qualidade das evidéncias (versus FIPA)

Sensibilidade () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Especificidade () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Concordancia () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa

Fonte: elaboragdo propria.

Tabela 32. Classificagao da qualidade das evidéncias (versus IHC)

Sensibilidade () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Especificidade () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
Concordancia () Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa

Fonte: elaboragdo prépria.



Tabela 33. Classificagao da qualidade das evidéncias (versus T-1IF)

Desfecho Classificacao

Sensibilidade
Especificidade
Acuracia

Concordancia

() Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
() Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa
() Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa

() Alta () Moderada () Baixa (x) Muito baixa

Fonte: elaboragdo prdpria.
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Tabela 34. Estudos clinicos incluidos para analise.

Resumo das principais caracteristicas, relevancia e limitacdes dos estudos incluidos

(n=100).

66 amostras (27 com NMO, 26 com
EM e 13 com NO) testadas.

Autor, data Jarius 2010 (34) Wu 2011 (35) Kim 2012 (36) Kang 2012 (37)
Pai
a.ls onfle estudo Alemanha China Coreia do Sul Reino Unido
foi realizado
Estudo de caso-controle . . Estudo de caso-controle . .
Desenho . o Estudo observacional prospectivo . s Estudo observacional prospectivo
diagndstico diagndstico
46 amostras de soro de 36
pacientes como um conjunto de
134 i NMO=34; NM = —14-
: ' F.)aa_ent.es ( - O 3% a O 124 amostras de soro (DENMO=54 comparagdo (NMO=14;
151 amostras de soro de pacientes atipica=12; EM=63; MTA=12; [NMO=9; NO=32; MT=13]; EM=10; DENMO=11; EM=7; ODN=4) e
Populagio com DENMO (n=51) e controles NO=13) e 93 controles. ODN=60). outros 101 pacientes inscritos

consecutivamente (NMO=6;
MTLE=24; bNO/rNO=11; SCI=31;
EM=7; ADEM=6; DNAI=2;
ODN=14).

Intervengao e
comparadores

Ensaio de rlFA vs. ensaio de IHC
padrao para deteccdo de IgG
anti-NMO e anticorpos anti-AQP4.

CBA vs. ELISA para detecgdo de
anticorpos anti-AQP4.

IIF-tecidual vs. IIF baseado em
células (IIF-AQP4) vs. ELISA-AQP4
para detecgdo de anticorpos
anti-AQP4.

CIIFA, realizado em 2 instituigcdes
diferentes, vs. FIPA para detec¢do
de anticorpos anti-AQP4.

Desfechos

Sensibilidade, especificidade, RV+
e RV-.

Sensibilidade e especificidade.

Concordancia, taxas de
soropositividade e especificidade.

Sensibilidade, especificidade e
concordancia.

coD
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Resultados

Sensibilidade para NMO

e |HC:65,6%
e rlFA:78,1%

Sensibilidade para DENMO

e |HC:58,8%
e rlFA:70,6%

E ifici ra NM
e [HC:99,0%
e rlFA: 100%

Especificidade para DENMO

e |HC:99,0%
e rlFA: 100%
RV- para NMO
e |HC:0,35
e rlFA: 0,22
RV- para DENMO
e |HC:0,42
e rlFA: 0,29
RV+ para NMO
e |HC: 65,63
e rlFA: =
RV+ para DENMO
e |HC: 58,82
e rlFA:

Sensibilidade

® ELISA:76,5%
o CBA:85,2%

Especificidade (para diagndstico
diferencial entre NMO e EM)

e ELISA: 95,8%
e CBA:100%

Consisténcia na detecgdo de
AQP4-Ac em pacientes NMO:
Kappa = 0,681; p=0,00

Correlagdo significativa: r = 0,689;
p=0,000 entre os resultados dos
dois métodos.

Concordancia

e |IF-tecidual vs. lIIF-AQP4:
95,2% (kappa: 0,641 =
concordancia substancial)

e |IF-tecidual vs.
ELISA-AQP4: 91,1% (kappa: 0,475 =
concordancia moderada)

e |IF-AQP4 vs. ELISA-AQP4:
92,7% (kappa: 0,571 =
concordancia moderada)

Especificidade para NMO

o |IF tecidual:87,0%
e |IF-AQP4:92,2%
e ELISA-AQP4: 92,2%

Especificidade para DENMO

e |IF tecidual: 97,1%
e |IF-AQP4:95,7%
e ELISA-AQP4: 95,7%

Sensibilidade para NMO

o CIIFA: 86%
e FIPA: 79%

Sensibilidade para NMO alto risco

e CIIFA: 55%
e FIPA:36%
E ifici raNM
e ClIFA:91%

e FIPA: 100%

Especificidade para NMO alto
risco

e CIIFA: 91%
e FIPA: 100%

Concordancia CIIFA A e CIIFA B

e Concordancia: 76%
e Kappa: 0,6522

. Jancia CIIFA A e FIPA

e Concordancia: 89%
e Kappa: 0,781




Limitagoes

IHC e rIFA representam ensaios
semiquantitativos, uma vez que os
resultados sdo dados como titulos

de anticorpos ou pontuagdes de

intensidade. Esta é uma
desvantagem quando as duas
abordagens sdo comparadas aos
ensaios de imunoprecipitagdao, que
fornecem dados quantitativos sobre
0s niveis séricos de anticorpos.

O desenho do estudo (caso-controle
diagndstico) é considerado um fator
para introdugao de potenciais
vieses nos resultados.

A sensibilidade dos testes pode
variar significativamente entre racas
e o estudo incluiu apenas
populagdo asiatica.

Numero relativamente pequeno de
pacientes com NMO incluidos.

O valor progndstico dos anticorpos
AQP4 para prever o curso clinico do
paciente ou a resposta ao
tratamento ndo foram avaliados.

O desenho do estudo (caso-controle
diagndstico) é considerado um fator
para introdugdo de potenciais
vieses nos resultados.

A sensibilidade dos testes pode
variar significativamente entre ragas
e o estudo incluiu apenas
populagdo asiatica.

Na comparagao CIIFA interno vs.
CIIFA disponivel comercialmente,
resultados discordantes decorreram
de um padrdo de fluorescéncia
inconclusivo no CIIFA interno,
derivado principalmente da ma
qualidade da preparagdo do
substrato celular. No FIPA interno,
diversas etapas podem causar
variabilidade durante o
procedimento.

Considerando diferengas nos
critérios diagndsticos, desenho do
estudo e método de teste,
comparagoes diretas dos valores
diagndsticos de AQP4-Ac relatados
em outros estudos podem nao ser
aplicaveis.

ADEM: encefalomielite aguda disseminada; AQP4-Ac: anticorpo anti-aquaporina-4; bNO/rNO: neurite dptica bilateral simultdnea/neurite dptica recorrente; CBA: ensaio baseado em células;
CIIFA: ensaio de imunofluorescéncia indireta baseado em células; DENMO: disturbios do espectro da neuromielite éptica; DNAI: doengas neuroldgicas autoimunes; ELISA: ensaio
imunoenzimatico; EM: esclerose multipla; FIPA: ensaio de imunoprecipitagdo com fluorescéncia; IHC: imuno-histoquimica; IIF: imunofluorescéncia indireta; MT: mielite transversa; MTA: mielite
transversa aguda; NMO: neuromielite dptica; NO: neurite dptica; ODN: outras doengas neuroldgicas; rIFA: ensaio de imunofluorescéncia recombinante; RV-: razdo de verossimilhanga negativa;
RV+: razdo de verossimilhanga positiva; SCl: sindrome clinica isolada.



Tabela 35. Estudos clinicos incluidos para analise (continuagdo).

Autor, data

Isobe 2012 (38)

Hoftberger 2013 (39)

Marignier 2013 (40)

Fryer 2014 (41)

Pais onde estudo
foi realizado

Japao

Franca, Espanha e Austria

Franca

Estados Unidos da América

Desenho

Estudo de caso-controle
diagnéstico

Estudo de caso-controle
diagnéstico

Estudo de caso-controle
diagnéstico

Estudo de caso-controle
diagnéstico

Populagao

Soros de 142 pacientes com EM,
29 com NMO, 19 com mielite
recorrente e/ou MTLE, 86 com

outras doengas neuroldgicas e 28

controles saudaveis.

Soros de 103 pacientes com NMO
e 122 controles.

Soros de pacientes com NMO e
DENMO (n=87, provenientes da
coorte francesa NOMADMUS) e 54
controles (31 EM, 9 SPN, 11 CSe 3
ODN).

Soros de pacientes neuroldgicos (4
grupos) e controles (n=338). Grupo
1 (n=388): todos os pacientes da
Mayo Clinic testados de janeiro a
maio de 2012; grupo 2 (n=30):
pacientes consecutivos positivos
para AQP4-1gG desde setembro de
2011 (Mayo e ndo-Mayo); grupo 3
(n=31): suspeitos falso-negativos
por ELISA de 2011 a 2013 (alta
probabilidade de DENMO
clinicamente); grupo 4 (n=41):
suspeitos falso-positivos por ELISA
(ndo DENMO clinicamente).

Intervengao e
comparadores

IFA (CBA), FCMA e ELISA para
deteccao de anticorpos anti-AQP4.

IHC otimizada (IHC-0) vs. CBA in
house (CBA-ih) vs. CBA comercial
(CBA-c) para detecgdo de
anticorpos anti-AQP4.

CBA otimizado com a isoforma
AQP4-M23 em células vivas vs.
CBA classico AQP4-M1 em células
fixas vs. IIF tecidual.

ELISA, isoforma M1 vs. ensaios de
fluorescéncia baseados em células:
tipo fixo (CBA, M1-AQP4) vs.
células vivas (FACS, isoformas M1 e
M23).




Sensibilidade e especificidade

Sensibilidade, especificidade e

Sensibilidade, especificidade, VPP

Sensibilidade, especificidade, RV+

pesieches concordancia e VPN
Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade (Grupo 1)
o IFA:41,4% e |HC-0:75% e (CBA classico: 57,4% e M1-FACS: 83%
e FCMA:51,7% e CBA-ih: 76% e CBA-otimizado: 74,4% ® M23-FACS: 75%
e ELISA: 48,3% e CBA-c:74% e IIF tecidual: 54% e MI-ELISA: 58%
- . 0,
Especificidade Especificidade Especificidade * MI-CBA:75%
o IFA:97,1% e IHC-0: 100% e  CBA classico: 100% Especifici rupo 1
e FCMA:97,1% e CBA-ih: 100% e CBA-otimizado: 100% e M1-FACS: 100%
Resultados e ELISA: 96,7% e CBA-c: 100% PP e M23-FACS: 95%
Concordancia | % * MI-ELISA:99%
T a1 ® (CBA classico: 100% e M1-CBA: 100%
® CBA-ih vs. IHC-o: kappa= e CBA-otimizado: 100%
RV+ (Grupos 1 e 2)
0,99; p <0,0001 veN
® CBA-ih vs. CBA-c: kappa= e M1-FACS: 65,9 (IC 95%:
0,98; p <0,0001 e CBA classico: 59,3% 16,7-267,9)
e |HC-0 vs. CBA-c: kappa= e CBA-otimizado: 71% e M23-FACS: 6,6 (3,9-10,8)
0,97; p <0,0001 e M1-ELISA: 18,8 (7,5-47-3)
e MI1-CBA: 54,8 (13,4-224)
O desenho do estudo pode O desenho do estudo pode O desenho do estudo (caso-controle| O desenho do estudo (caso-controle
introduzir vieses nos resultados. introduzir vieses nos resultados. | diagndstico) é considerado um fator| diagnoéstico) é considerado um fator
A sensibilidade dos testes pode O objetivo foi comparar para !ntrodugao COEREEED para !ntrodugao CR PR
L o e vieses nos resultados. vieses nos resultados.
Limitacdes variar significativamente entre racas| sensibilidade e especificidade, mas

e o estudo incluiu apenas
populagédo asiatica (japoneses).

nao abordar seu valor no
diagnéstico, limitado pelo viés na
selecdo das amostras.

Comparagdo apenas entre
diferentes testes CBA. Ndo compara
CBA vs. outros métodos.

oD




AQP4: aquaporina-4; CBA: ensaio baseado em células; CBA-c: ensaio baseado em células comercial; CBA-ih: ensaio baseado em células desenvolvido internamente, do inglés, in-house
cell-based assay; CS: controles sauddveis; ELISA: ensaio imunoenzimatico; EM: esclerose multipla; FACS: separador celular ativado por fluorescéncia; FCMA: ensaio de citometria de fluxo; IC:
intervalo de confianga; IC: intervalo de confiancga; IFA: ensaio de imunofluorescéncia; IHC-o: imuno-histoquimica otimizada; IIF: imunofluorescéncia indireta; MTLE: mielite transversa

longitudinalmente extensa; NMO: neuromielite 6ptica; ODN: outras doengas neuroldgicas; RV+: razdo de verossimilhanga positiva; SPN: sindromes paraneoplasicas; VPN: valor preditivo
negativo; VPP: valor preditivo positivo.



Tabela 36. Estudos clinicos incluidos para analise (continuagdo).

Autor, data

Siritho 2014 (42)

Ruiz-Gaviria 2015 (33)

Waters 2016 (43)

Pais onde estudo foi
realizado

Tailandia

Dinamarca, Franga, Alemanha, Hungria, Reino
Unido e Noruega.

desmielinizantes idiopaticas do SNC.

NMO em comparagao com os critérios
diagndsticos de Wingerchuk de 2006.

Desenho Estudo observacional retrospectivo Revisdo sistematica e meta-analise Estudo de caso-controle diagndstico
30 estudos de caso-controle e de inscricdo i ;
Soros de 122 pacientes tailandeses com consecutiva que avaliaram o desempenho dos | Amostras codificadas de pacientes com NMO
Populagio suspeita de doengas inflamatdrias imunoensaios em pacientes com suspeita de ou DENMO (n=101) e controles (n=92).

Intervengdo e

CBA com o método Sendai (Post-fixed-CBA)
vs. um kit comercial (Pre-fixed-CBA) vs. IIF
baseada em tecidos (lIF-TBA).

CBA (21 estudos com 653 pacientes NMO e
2.224 controles) vs. TBA (15 estudos com 555
pacientes NMO e 3.223 controles) vs. ELISA (5

21 testes, incluindo ensaios em células vivas
(n=3) ou baseados em células fixas (n=10),
citometria de fluxo (n=4), IHC (n=3) e ELISA

acuracia e concordancia

comparadores estudos com 138 pacientes NMO e 723 (n=1).
controles).
Desfechos Sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, Sensibilidade e especificidade Sensibilidade, especificidade, RV+, RV- e

acuracia.




Resultados

Sensibilidade

IIF-TBA: 52,1%
Pre-fixed CBA: 83,3%

Especificidade

IIF-TBA: 100%
Pre-fixed CBA: 66,7%

VPP

IIF-TBA: 100%
Pre-fixed CBA: 97,6%

VPN

IIF-TBA: 11,5%
Pre-fixed CBA: 20,0%

Acuracia

IIF-TBA: 54,90
Pre-fixed CBA: 82,35

Concordancia

IIF-TBA vs. Pre-fixed CBA: kappa=

0,546

IIF-TBA vs. Post-fixed CBA: kappa=

0,518

Pre-fixed CBA vs. Post-fixed CBA:

kappa= 0,758

Sensibilidade
CBA: 0,76 (IC95%: 0,67-0,82)

TBA: 0,59 (0,50-0,67)
ELISA: 0,65 (0,53-0,75)

Especificidade

CBA: 0,99 (IC 95%: 0,97-0,99)
TBA: 0,98 (0,97— 0,99)
ELISA: 0,97 (0,96-0,99)

As sensibilidades variaram de 51,5% a 100%
nos 21 testes.

As especificidades variaram de 85,8% a 100%.

3 testes foram 100% sensiveis: 2 CBAs vivos e
1 FACS, todos baseados em AQP4-M23.

Outros 10 mostraram sensibilidade >92%: o
terceiro CBA em células vivas (98,5%), um
ensaio FACS (97,0%), um TBA-IHC (98,5%) e 7
CBAs fixos (92,4-93,9%).




Limitagoes

A sensibilidade dos testes pode variar
significativamente entre ragas e o estudo
incluiu apenas populagdo tailandesa.

Pequeno tamanho amostral; titulo de
anticorpo AQP4 ndo disponivel para prever o
curso clinico ou a resposta aos tratamentos.

Inclusdo de diferentes desenhos de estudo.

Exclusdo de populagédo classificada como
DENMO nos estudos individuais.

Potenciais diferencgas técnicas entre os

métodos utilizados nos estudos individuais.

O desenho do estudo (caso-controle
diagnéstico) é considerado um fator para
introdugdo de potenciais vieses nos
resultados.

VariagGes de sensibilidade e especificidade
podem ocorrer por diferengas na metodologia
dos testes, processamento da amostra e
pontos de corte entre diferentes locais.

AQP4: aquaporina-4; IC: intervalo de confianga; CBA: ensaio baseado em células; DENMO: disturbios do espectro da neuromielite dptica; ELISA: ensaio imunoenzimatico; EM: esclerose

multipla; FACS: separador celular ativado por fluorescéncia; IHC: imuno-histoquimica; IIF-TBA: ensaio de imunofluorescéncia indireta baseado em tecidos; NMO: neuromielite dptica; RV-: razdo
de verossimilhanga negativa; RV+: razdao de verossimilhanga positiva; SNC: sistema nervoso central; TBA: ensaio baseado em tecidos; VPN: valor preditivo negativo; VPP: valor preditivo

positivo.



Tabela 37. Estudos clinicos incluidos para analise (continuagdo).

consecutivos, recrutados em 22 hospitais. 1.011 participantes foram
divididos em oito grupos de acordo com os perfis clinicos apds o teste de
anticorpos AQP4 pelo primeiro CBA comercial. Os revisores conheciam os
resultados do teste comercial e os diagndsticos dos pacientes ao usar os
testes internos.

Autor, data Long 2017 (44) Prain 2019 (45)
Pals .onde_estudo China Australia e Nova Zelandia
foi realizado
Desenho Estudo de caso-controle diagndstico Estudo de caso-controle diagndstico
Populagdo 1.011 amostras de soro e 171 amostras de liquor de 1.011 participantes

Pacientes com suspeita de DENMO (n=181) e controles (n=253)

Intervengdo e

CBA comercial, M23-CBA in-house e M1-CBA in-house
comparadores

CBA (EI-M1/M23, EI-CBA, Ox-CBA) vs. IIF-TBA vs. ELISA

Desfechos Soropositividade

Sensibilidade, especificidade, concordancia




Resultados

Soropositividade

CBA comercial: 20,4%

M1-CBA in-house: 12,2%

M23-CBA in-house: 27,4%

Houve diferengas significativas entre os trés ensaios (p <
0,0001).

No reteste, todos os 206 participantes positivos por CBA comercial
também produziram resultados positivos por M23-CBA in-house e o
segundo CBA comercial, mas apenas 124 foram positivos em M1-CBA
in-house.

Sensibilidade
e EI-CBA: 94% (IC 95%: 82-99%)

e |IF-TBA: 78% (IC 95%: 69-87%)
e ELISA: 60% (IC 95%: 45-98%)

Especificidade

e  EI-CBA: 99,5% (IC 95%: 98-100%)
e IIF-TBA: 99,7% (IC 95%: 98-100%)
e  ELISA: 97% (IC 95%: 93-98%)

O grau de concordancia entre os testes foi alto, particularmente para os
CBA.

Limitagoes

Comparacgdo apenas entre diferentes testes CBA. Ndo compara CBA vs.
outros métodos.

O desenho do estudo (caso-controle diagndstico) é considerado um fator
para introdugao de potenciais vieses nos resultados.

Devido a natureza retrospectiva do estudo, o diagnéstico dos pacientes foi
feito apods o teste de anticorpos AQP4. Portanto, ndo é possivel calcular a
sensibilidade e especificidade dos trés testes atuais.

Os revisores do estudo conheciam os resultados do teste comercial e os
diagndsticos dos pacientes ao usar os ensaios internos.

O desenho do estudo (caso-controle diagndstico) é considerado um fator
para introdugdo de potenciais vieses nos resultados.

O fato de nem todos os casos terem sido avaliados usando todos os
ensaios é uma limitagdo, mas quando a analise foi restrita apenas aos
casos testados para todos os ensaios de anticorpos AQP4, os resultados
ndo foram significativamente diferentes.

A falta de critérios de inclusdo clinica para apresenta¢des mais raras (por
exemplo, area de lesdo postrema) é outra fraqueza do estudo. Casos com
essas caracteristicas foram incluidos e o nimero de casos perdidos
provavelmente foi pequeno. No entanto, dependendo da frequéncia
relativa de anticorpos AQP4 positivos nesses casos, isso pode ter afetado
a sensibilidade relatada. Ndo ha dados que sugiram que a taxa de
soropositividade nesses casos seja diferente.

AQP4: aquaporina-4; ELISA: ensaio imunoenzimatico; DENMO: disturbios do espectro da neuromielite 6ptica; T-IIF: imunofluorescéncia indireta baseada em tecido; ELISA: ensaio
imunoenzimatico; El M1/M23: Idamina de biochip Euroummun® M1/M23; EI-CBA: ensaio baseado em células fixas Euroimmun® AQP4; Ox-CBA: ensaio Oxford AQP4 baseado em células vivas.
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5. Avaliagcao Econémica

5.1 Introducao

Foi realizada uma avaliacdo econ6mica para estimar os custos incrementais do teste de
deteccdo de AQP4 por imunofluorescéncia indireta em CBA para o diagnédstico do disturbio do

espectro da neuromielite dptica.

Como apresentado anteriormente, os estudos demonstram que o ensaio CBA apresenta
valores superiores em termos de sensibilidade e, demonstra valores elevados de especificidade

em pacientes com DENMO, dessa forma, uma andlise de custo-efetividade foi desenvolvida.

Além disso, com o objetivo de aumentar a transparéncia do estudo proposto, os principais
aspectos da analise foram sumarizados conforme o checklist da Consolidates Health Economic

Evaluation Reporting Standards 2022 (CHEERS 2022) (Tabela 38). (46)

Tabela 38. Caracteristicas do estudo desenvolvido.

Populagao-alvo Pacientes com suspeita de DENMO.

Perspectiva da analise Sistema Unico de Saude.

Teste de detecgao em soro de anticorpos anti-AQP4 por
Intervengdo imunofluorescéncia indireta em células transfectadas
(CBA).

Comparadores Diagndstico sem teste especifico.

Horizonte temporal 1 ano.

Medidas de efetividade Diagndsticos corretos.

Taxa de desconto N3ao se aplica devido ao curto horizonte temporal.

Custo de aquisi¢cdo do teste e custos para diagndstico

Estimativa de custos .
convencional.

Moeda Real (RS)

Tipo de modelo Andlise de Custo-Efetividade

Tipo de modelagem Arvore de decis3o.

Deterministica univariada — Diagrama de Tornado
Probabilistica — Método de Monte Carlo

Anadlise de sensibilidade




5.2 Populagao alvo

Pacientes com suspeita de DENMO.

5.3 Intervengao

Teste de detecgcdo em soro de anticorpos anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta em células

transfectadas (CBA).

5.4 Comparadores

Como comparador da andlise, foi utilizado o diagndstico de DENMO segundo os critérios
diagndsticos de 2015 (20), que permite o diagndstico de DENMO para pessoas com sindromes

clinicas compativeis.

5.5 Perspectiva

A avaliacao foi conduzida sob a perspectiva do SUS.

5.6 Horizonte de tempo

O horizonte de tempo para a presente analise foi de 1 ano.

5.7 Taxa de desconto

Para o presente modelo, ndo foi aplicada taxa de desconto para custos e desfechos devido ao
horizonte temporal inferior a um ano, seguindo as recomendacbes das Diretrizes
Metodoldgicas para Estudos de Avaliagdo Econdmica de Tecnologias em Saude, publicado pelo

Ministério da Saude. (47)



5.8 Estrutura do modelo

Foi construido um modelo de arvore de decisdo utilizando o Microsoft Office Excel® (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, EUA) para comparar os custos, efetividade e a relagdo de
custo-efetividade entre utilizar o teste anti-AQP4 e o diagndstico convencional, sem teste

especifico.

Os pacientes com suspeita de DENMO iniciam o modelo e podem seguir o fluxo de diagndstico
utilizando o teste anti-AQP4 ou sem utilizar teste especifico. Os pacientes que utilizam o teste
anti-AQP4 podem apresentar os resultados: verdadeiro positivo, falso positivo, falso negativo e
verdadeiro negativo. Ja os pacientes que seguirdo o fluxo sem teste especifico, poderdo ser
diagnosticados incorretamente ou até mesmo podem ter um diagndstico inconclusivo. O

modelo esta apresentado na Figura 9.

Figura 9. Modelo economico desenvolvido.
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Fonte: Elaboragdo prépria. AQP4: Aquaporina-4; DENMO: Disturbio do espectro da neuromielite dptica.



5.9 Estrutura do modelo

5.9.1 Parametros de eficacia do teste CBA Anti-AQP4

Para os parametros de sensibilidade e especificidade, foram usados os dados do estudo de
Ruiz-Gaviria et al., 2015 (33), mais especificamente os dados do teste pela metodologia de

CBA. Os valores utilizados sdo apresentados na Tabela 39.

Tabela 39. Parametros de eficacia do teste anti-AQP4.

Sensibilidade 0,76 (0,67 —0,82)

Especificidade 0,99 (0,97 —0,99)

Fonte: Elaboragdo propria.

5.9.2 Parametros de eficacia do diagnéstico convencional

McCreary et al., 2018 (48), compararam os resultados de pacientes positivos para AQP4 que
atenderam os critérios diagndsticos de neuromielite déptica de 2006 com pacientes que
atenderam os critérios de diagndéstico de NMO de 2015. De 129 pacientes incluidos no estudo,

somente sete (5,4%) preencheram os critérios de diagndsticos de 2006.

Com base na evidéncia acima, foi assumido, na auséncia de testes, que 5,4% dos pacientes
atenderdo aos critérios clinicos na apresentagdo inicial e serdo diagnosticados corretamente
com DENMO. Além disso, 64,77% dos pacientes receberdo inicialmente um diagndstico
incorreto e os demais pacientes (29,83%), receberao um diagnéstico inconclusivo. (Tabela 40)

(48)



Tabela 40. Parametros de eficacia do diagndstico convencional.

Pacientes corretamente diagnosticados 5,40%
Pacientes diagnosticados incorretamente 64,77%
Pacientes com diagndstico inconclusivo 29,83%

Fonte: Elaboragdo propria.

5.10 Uso de recursos de custo

Os custos considerados na andlise sdo relacionados ao teste diagndstico anti-AQP4 e ao uso de
recursos relacionados aos exames necessarios para o diagndstico atual. O custo proposto por
teste anti-AQP4 é de RS 122,33. Ja para o diagndstico convencional, o custo estimado seria de
RS 913,45. Os recursos considerados, bem como o valor unitdrio considerado, estdo

apresentados na Tabela 41.



Tabela 41. Uso de recursos para diagndstico de DENMO.

Parametro % em uso Quantidade Custo Custo total Fonte Cdédigo
Consulta 100% 2 RS 10,00 R$ 20,00 SIGTAP —11/2023 (6) 03.01.01.007-2
Hemograma completo 100% 1 RS 4,11 RS 4,11 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.02.038-0
Glicose 100% 1 RS 1,85 RS 1,85 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.02.01.047-3
Sédio 100% 1 RS 1,85 RS 1,85 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.01.063-5
Potassio 100% 1 RS 1,85 RS 1,85 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.01.060-0
Célcio 100% 1 RS 1,85 RS 1,85 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.02.01.021-0
Creatinina 100% 1 RS 1,85 RS 1,85 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.01.031-7
Acido Urico 100% 1 RS 1,85 RS 1,85 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.02.01.012-0
Proteinas Totais 100% 1 RS 1,40 RS 1,40 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.01.061-9
Ureia 100% 1 RS 1,85 RS 1,85 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.01.069-4
Gama-GT 100% 1 RS 3,51 RS 3,51 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.02.01.046-5
RM - Cranio 100% 1 RS 268,75 RS 268,75 SIGTAP —11/2023 (6) 02.07.01.006-4
RM - Cervical 100% 1 RS 268,75 RS 268,75 SIGTAP —11/2023 (6) 02.07.01.003-0
RM - Toracica 100% 1 RS 268,75 RS 268,75 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.07.01.005-6
Pungad do liquor 100% 1 RS 7,04 RS 7,04 SIGTAP —11/2023 (6) 02.01.01.063-1
Exame liquor - contagem especifica de células 100% 1 RS 1,89 RS 1,89 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.02.09.005-1
Exame liquor - contagem global de células 100% 1 RS 1,89 RS 1,89 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.09.006-0
Exame liquor - eletroforese proteinas 100% 1 RS 5,23 RS 5,23 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.09.015-9
Exame liquor - pesquisa de caractres fisicos 100% 1 RS 1,89 RS 1,89 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.02.09.023-0
Cultura Liquor 100% 1 RS 5,62 RS 5,62 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.08.008-0
Dosagem de vitamina B12 100% 1 RS 15,24 RS 15,24 SIGTAP —11/2023 (6) 02.02.01.070-8
Dosagem de vitamina D 100% 1 RS 15,24 RS 15,24 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.02.01.076-7
Consulta oftalmo 67% 1 RS 10,00 RS 6,70 SIGTAP —11/2023 (6) 03.01.01.007-2
Acuidade visual 67% 1 RS 3,37 RS 2,25 SIGTAP — 11/2023 (6) 02.11.06.015-1
Fundoscopia 67% 1 RS 3,37 RS 2,25 SIGTAP —11/2023 (6 02.11.06.010-0
Total R$ 913,45
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5.11 Resultados

Os resultados comparativos das estratégias alternativas de diagndstico foram medidos
através do custo incremental. Esta é definida, para duas ou mais alternativas de
diagndsticos especificas, como o custo adicional proporcionado pela tecnologia em
andlise.

Os resultados da analise de custo-efetividade estdo apresentados na Tabela 42.

Tabela 42. Resultados da analise de custo-efetividade.

Desfechos Com Anti-AQP4 Sem teste Incremental
Custo total RS 1.035,78 RS 913,45 RS 122,33
Diagndsticos 89% 67% 22%
corretos

RCEI - - R$ 561,22

Fonte: Elaboragdo prépria. AQP4: Aquaporina 4; RCEl: Razdo de custo-efetividade incremental.

A andlise de custo-efetividade apresentou um resultado em que, a incorporagdo do
teste anti-AQP4, resultaria em um aumento de custos de RS 122,33 por paciente
quando comparado a conduta atual. Considerando os resultados de diagndsticos
corretos, o uso do teste proporcionou um incremento de 22% na capacidade de

diagnosticar um paciente corretamente, dessa forma, a RCE| calculada foi de RS 561,22.

Com base nos resultados descritos, seria necessario um investimento de RS 561,22
para cada diagndstico correto adicional. Vale ressaltar que a RCEl esta bem abaixo de 1
PIB per capita, além disso, os resultados apresentados sdao conservadores, uma vez que
outros custos relacionados ao diagndstico e consequentemente tratamento

equivocado ndo foram considerados.

Uma parcela importante dos pacientes diagnosticados de forma incorreta, recebem o
diagndstico de EM (48), e além do tratamento da esclerose miultipla ser mais caro do
qgue de DENMO, pacientes com DENMO tratados para EM podem evoluir para pior

progndstico, a depender da droga modificadora de doenca prescrita.
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5.12 Analise de sensibilidade

Um importante elemento em um estudo econGmico para a tomada de decisdo é a
guantificacdo da incerteza envolvida nos seus resultados e a identificagdo das variaveis

gue mais afetam esta incerteza.

Na analise de sensibilidade univariada, cada parametro é avaliado separadamente na
sua faixa de variacdo, enquanto os outros permanecem constantes. O seu objetivo é
verificar a influéncia do parametro analisado no resultado a fim de determinar se é ou
nado sensivel a suas mudancas. Quanto maior o impacto nos resultados da variagdo de
um parametro, maior deve ser a precaucdo a ser tomada na interpretacdo dos
resultados e na avaliagdo sobre a precisdo de estimativa deste parametro especifico no

modelo.

A andlise de sensibilidade probabilistica representa um elemento importante na
avaliagdo de um modelo econdmico. E usada como forma de se representar as
variacbes entre pacientes encontradas na pratica clinica. Neste tipo de analise, os
diversos parametros do modelo sdo variados simultaneamente. A cada nova iteragdo,
uma coorte simulada de pacientes é criada, cada qual com suas caracteristicas
préprias, de forma a refletir a variagdo entre pacientes vista na pratica clinica. Cada um

destes pacientes que integram a coorte simulada tem sua prdpria variacdo de custo e

utilidade, gerando, assim, uma RCUI/RCEI prépria.

A partir destes dados é possivel avaliar, através da andlise de quadrantes, qual a
probabilidade média do procedimento ser custo-efetivo e estar dentro de um limite de

disposicdo a pagar, podendo, assim, ser chamado de custo-efetivo.

Todos os parametros da analise foram variados de acordo com a distribuicdo
apropriada para cada item. A analise de sensibilidade probabilistica foi calculada com

1.000 iteragdes.

Os resultados foram avaliados e classificados em: Quadrante 1 (efetividade incremental
> 0 e custo incremental > 0); Quadrante 2 (efetividade incremental < 0 e custo
incremental > 0); Quadrante 3 (efetividade incremental < 0 e custo incremental < 0) e

Quadrante 4 (efetividade incremental > 0 e custo incremental < 0).
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5.12.1 Andlise de sensibilidade univariada

Os parametros sujeitos a incerteza no modelo econémico foram variados em andlise de
sensibilidade univariada de acordo com seus respectivos desvios padrao, quando

disponiveis, ou em um intervalo arbitrario de +20%, em caso contrario.

Os resultados foram expressos de acordo com um diagrama de tornado representando
a variacdo da RCEIl decorrente da variacdo dos valores de cada parametro conforme os

intervalos de propostos.

Figura 10. Resultados da anadlise de sensibilidade univariada.
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Fonte: Elaborag&o prépria.

Os resultados da analise de sensibilidade univariada mostram que o parametro mais
sensivel da andlise é a sensibilidade do teste anti-AQP4, seguido pelo percentual de
suspeitas, custo com teste, pacientes com diagndstico inconclusivo, pacientes
corretamente diagnosticados e especificidade. O fato de a sensibilidade ter sido o
parametro mais sensivel da andlise faz sentido, uma vez que estamos avaliando

pacientes corretamente diagnosticados.



5.12.1 Andlise de sensibilidade probabilistica

Os parametros sujeitos a incerteza no modelo econémico foram variados em andlise de
sensibilidade probabilistica de acordo com seus respectivos desvios padrao, quando

disponiveis, ou em um intervalo arbitrario de +20%, em caso contrdario.

A Figura 11 apresenta os resultados da andlise de sensibilidade probabilistica.

Figura 11. Resultado da analise de sensibilidade probabilistica.
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Fonte: Elaboragdo prépria.

O resultado da analise de sensibilidade probabilistica sugere que 92,6% dos resultados
estariam no quadrante |, o que significa melhor eficicia, mas com maior custo. Além disso,
7,2% dos resultados ficaram no quadrante Il e 0,2% no quadrante IV. Vale pontuar que a RCEI

ficou bem inferior a um PIB per capita e isso se manteve nas 1.000 iteracdes.



6. Impacto orcamentario

A andlise de impacto orcamentario é uma parte essencial da avaliacdo econémica de
uma tecnologia. A finalidade da anadlise é estimar as consequéncias financeiras da
adogdo e difusdo de uma nova intervengao dentro de um contexto de saude especifico.
A anadlise permite prever como uma mudanga no cenario de medicamentos e outras
intervengdes usadas para tratar uma determinada condi¢do de saude tera impacto

sobre o orcamento reservado para esta finalidade.

O presente modelo de impacto orcamentario foi desenvolvido com o intuito de simular
o impacto financeiro do uso de anti-AQP4 no diagndstico de pacientes com suspeita de

DENMO, sob a perspectiva do SUS.

6.1 Perspectiva

Foi adotada a perspectiva do SUS como fonte pagadora de servicos de saude.

6.2 Intervengao e comparador

Assim como na analise de custo-efetividade, a intervengao adotada neste estudo foi o teste de
deteccdo em soro de anticorpos anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta em células
transfectadas (CBA). O comparador adotado foi o diagndstico convencional, de observacdo

clinica, sem teste especifico.

6.3 Horizonte temporal

Foi considerado um horizonte temporal de cinco anos, conforme as recomendac¢des das

Diretrizes Metodoldgicas de Anadlise de Impacto Or¢camentario do Ministério da Saude. (49)



6.4 Definicao da populagao de interesse

O método epidemiolégico foi utilizado para a definicdo da populacdo elegivel ao uso do teste

anti-AQP4. Para isso, os seguintes parametros foram utilizados:

Populacdo brasileira projetada (2024): determina a populagdo brasileira, projetada pelo
IBGE, para o ano de 2024; (50)

Prevaléncia da DENMO: a prevaléncia da DENMO (2,30 por 100.000) foi utilizada para
estimar, a partir da popula¢do brasileira, o nimero provavel de pacientes prevalentes
com DENMO. Esta prevaléncia representa o valor médio das prevaléncias apresentadas
na revisdo sistematica de incidéncia e prevaléncia de Papp et al., 2021. (51) Esse valor
se aproxima do estimado em estudo de Silva et al., 2023 (2,1 por 100.000) (52)
localizando-se no ponto central da prevaléncia estimada no Brasil, que pode variar
entre 0,39-4,52 por 100.000, de acordo com estudos conduzidos no pais.

Incidéncia da DENMO: a incidéncia da DENMO (0,18 por 100.000), estimada a partir das
médias de incidéncia apresentadas em Papp et al., 2021, (51) foi utilizada para
determinar, a partir da populagdo brasileira, o numero de novos pacientes
diagnosticados, ano a ano, ao longo do segmento de 5 anos apds a incorporagdo. A
revisdo sistematica foi utilizada por ndo existirem dados de incidéncia da doenga no
pais;

Fator de corregdo — Suspeita de DENMO: para o cdlculo do fator de corre¢do, foram
utilizados dados coletados através de uma enquete realizada pela Academia Brasileira
de Neurologia com neurologistas associados ao Departamento cientifico de
Neuroimunologia que, em sua maioria, atendem frequentemente pessoas com
DENMO. A partir das respostas dos neurologistas, o niumero total de testes realizados
no Brasil no periodo de 2022, totalizando 2.526 exames. Destes exames solicitados,
805 pacientes eram AQP4 positivo. (53) Assumindo que 58,20% (54) dos pacientes com
NMO sdao AQP4 positivo, calculou-se que seria possivel 1.386 pacientes serem AQP4

positivo. Por fim, ao dividir 2.526 por 1.386, o fator de correcao de 1,8263 foi obtido.

6.5 Participacao de mercado

Assumiu-se que a utilizacdo do teste seria total apds a incorporagdo com o objetivo de avaliar

qual seria o impacto total para o SUS.
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6.6 Utilizacao de recursos e custos

Como detalhado anteriormente, os custos considerados na analise sdo relacionados ao teste
diagnodstico anti-AQP4 e ao uso de recursos relacionados aos exames necessdrios para o
diagndstico atual. O custo proposto por teste anti-AQP4 é de RS 122,33. J4 para o diagndstico
convencional, o custo estimado seria de RS 913,45. Como o diagnéstico convencional seria
considerado em ambos os bracos, a analise de impacto orcamentdrio considera somente o

custo do teste.

6.7 Resultados

A partir do total de pacientes elegiveis e dos custos totais de diagndstico de cada comparador,
pode-se calcular o impacto orcamentario resultante da incorporacdo do teste anti-AQP4 ao

SUS, conforme a Tabela 43.

Tabela 43. Resultado do impacto orgamentario.

Cenarios

Diagnéstico
com RS 1.112.363 RS 87.836 RS 88.602 RS 89.341 R$ 90.040 R$ 1.468.183
anti-AQP4

Diagnéstico
RSO RSO RS0 RS0 RS0 RSO
convencional

Incremental RS 1.112.363 RS 87.836 RS 88.602 RS 89.341 RS 90.040 RS 1.468.183

Fonte: Elaboragdo prépria. AQP4: Aquaporina-4.

De forma conservadora, foi considerado que todos os pacientes prevalentes seriam testados no
primeiro ano, consequentemente é possivel notar o incremento maior no primeiro ano da
analise. De toda forma, vale pontuar que os resultados sugerem um incremento discreto ao

SUS.
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6.8 Analise de cenarios

Analises de cendrio foram realizadas para avaliar a sensibilidade do impacto orgamentdrio em

relacdo a parametros chave da andlise.
Os seguintes parametros foram avaliados:

® Prevaléncia: a prevaléncia foi avaliada nos extremos definidos para o cendrio nacional,
de acordo com a literatura (0,39-4,52 por 100 mil);
® Incidéncia: a incidéncia foi avaliada de acordo com os valores minimo e maximo

apresentado em Papp et al., 2021 (0,037-0,73 por 100 mil);
A influéncia dos parametros foi avaliada sobre o impacto incremental acumulado em 5 anos.

A Tabela 44 apresenta o impacto orcamentdrio incremental, acumulado em 5 anos, para os

limites inferior e superior de cada parametro avaliado.

Tabela 44. Andlise de Cenarios — Impacto incremental acumulado em 5 anos.

Prevaléncia (0,39-4,52 por 100 mil) RS 544.832 RS 2.546.427

Incidéncia (0,037-0,73 por 100 mil) RS 1.185.667 RS 2.558.622

Fonte: Elaboragdo prdpria.

Considerando os diferentes cendrios propostos, o impacto orcamentario incremental variou

entre RS 544 mil e RS 2,5 milhdes acumulados em 5 anos.



7.Consideracoes finais

O DENMO é uma doenca imunomediada grave que acomete o sistema nervoso central (SNC),
caracterizado, principalmente, por ataques predominantes de NO e MTLE. (1,2) Até poucos

anos atras, o DENMO (especialmente a NMO), para alguns autores, ndo era classificado como
um disturbio desmielinizante inflamatdrio independente, e sim uma variante da EM. Apenas
apos a identificacdo, em 2004, do autoanticorpo 1gG contra a AQP4, uma proteina do canal de
dgua dos astrécitos, foi feita a correlagdio entre AQP4-IgG e NMO, o que alterou
definitivamente a compreensdo da doenca, e a absoluta separagdo do DENMO como uma

entidade nosolégica distinta da EM.

A diferenciacdo entre DENMO e EM continua sendo desafiadora. No entanto, desde a
descoberta do anticorpo anti-AQP4, muitos estudos vém sendo conduzidos com base em
diferentes técnicas, que incluem imunofluorescéncia baseadas em tecidos, ensaios baseados
em células (CBA), ensaios de imunoprecipitacdo com fluorescéncia, imuno-histoquimica e
ensaios imunoenzimaticos, e o advento da testagem do anticorpo facilita enormemente a
identificagcdo precoce do diagndstico nas pessoas com as sindromes tipicas de DENMO ou com

duvida diagndstica em relagdo a outras condicoes.

A acurdcia e outros desfechos relacionados a avaliagao de testes diagndsticos foram avaliadas
neste parecer por meio de uma revisao sistematica da literatura para o teste de detec¢do de
anticorpos anti-AQP4 por imunofluorescéncia indireta em CBA (Unico teste registrado no Brasil
para essa avaliacdo). Apds a aplicacdo dos critérios e elegibilidade pré-definidos, foram
incluidos uma meta-analise (33) e 12 estudos individuais na revisdo (34-40,42-45). Entre os 12
estudos individuais descritos, trés (35,36,39) também foram incluidos na meta-analise

publicada.

A meta-andlise (33) conduzida por Ruiz-Gaviria e colaboradores e publicada em 2015 avaliou o
CBA e também TBA e ELISA, especificamente para NMO. A sensibilidade e a especificidade
estimadas foram de 0,76 (1C95%: 0,67-0,82) e 0,99 (IC 95%: 0,97—-0,99) para o CBA. Para o TBA,
a sensibilidade e a especificidade foram de 0,59 (IC 95%: 0,50-0,67) e 0,98 (IC 95%: 0,97-
0,99), respectivamente. Para o teste ELISA, a sensibilidade e a especificidade foram 0,65 (IC
95%: 0,53-0,75) e 0,97 (IC 95%: 0,96-0,99). Outras analises de subgrupos para diferentes
peptideos (M1 e M23) ou tecidos (rato ou macaco) usados no CBA e TBA, respectivamente, ndo
foram possiveis devido ao tamanho da amostra. O imunoensaio que apresentou melhor

desempenho, portanto, foi o CBA.
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Os estudos individuais selecionados continham pelo menos um brago com CBA e diferentes

comparadores.

A avaliacdo do ensaio de imunofluorescéncia recombinante (rIFA) comparado a IHC padrdo
indicou que rFIA apresentou uma sensibilidade 12,5% e 11,8% maior em pacientes com NMO e
DENMO, respectivamente. Os dados de especificidade foram semelhantes. (34) J4 comparado a
FIPA, a imunofluorescéncia indireta em CBA apresentou maiores valores de sensibilidade (86%
e 79% em pacientes com NMO, e 55% e 36% em pacientes com NMO de alto risco,
respectivamente) e menor especificidade (91% e 100%, respectivamente, para as duas
populagdes). (37) Ainda para pacientes com NMO, a compara¢do do ensaio de
imunofluorescéncia baseada em células, ensaio de citometria de fluxo e ELISA indicou uma
sensibilidade de 41,4%, 51,7% e 48,3%, respectivamente. Os valores para especificidade foram
semelhantes entre os métodos. (38) Outra comparac¢do especifica com ELISA em NMO, indicou
sensibilidade de 75% para CBA versus 58% com ELISA e especificidade de 95% a 100% (a
depender da isoforma M1 ou M23) versus 99%. (41) A avaliagdo de NMO/DENMO versus
imunofluorescéncia indireta baseado em tecidos (42), ELISA, citometria de fluxo ou ICH,
indicou que, de modo geral, ensaios CBA foram mais sensiveis. (43) Por fim, em estudo recente
considerando pacientes com DENMO (de acordo com os critérios IPND de 2015, atualmente
utilizados), CBA (ensaio comercial baseado em células fixas) apresentou sensibilidade de 94%
(ELISA 60% e imunofluorescéncia indireta baseada em tecido 78%) e especificidade geral de

99,5% (97% e 99,7%, respectivamente). (45)

De modo geral, nota-se entdo que o ensaio CBA apresentou informagdes mais sensiveis e altos
valores de especificidade para pacientes com DENMO (incluindo analise especifica de NMO)

sendo uma importante ferramenta diagnéstica.

Os critérios de Wingerchuk, de 2015, recomendam, preferencialmente, os testes baseados em
células, pela alta sensibilidade sem comprometimento da especificidade, mas reconhece que a
auséncia de disponibilidade destes testes pode levar ao uso de ensaios de imunofluorescéncia
indireta ou ELISA, ainda que nos casos duvidosos, um novo teste com ensaio basedo em célula
possa se fazer necessario, ndo havendo, portanto, padrdao-ouro para o diagndstico do DENMO
definitiva, e sim seus parametros clinicos e radiograficos. Este cendrio faz com que os estudos
utilizem diferentes testes comparadores. Além disso, apenas o estudo de Prain et al., 2019 (45),
considera os critérios diagndsticos do 2015 IPND (20), que permitiram unificar os termos NMO

e DENMO. Até 2006 (24,25) o comprometimento do nervo Optico e medula éssea eram
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mandatdrios para o diagndstico de NMO (de acordo com os critérios da época), na auséncia de

sintomas cerebrais, o que justifica a avaliacdo apenas de NMO por parte dos estudos incluidos.

Com relacdo a avaliacdo econ6mica conduzida no contexto do SUS, os resultados indicam que a
incorporagdo do teste anti-AQP4 resultaria em um aumento de custos de RS 122,33 por
paciente quando comparado a conduta atual. Considerando os resultados de diagndsticos
corretos, o uso do teste proporcionou um incremento de 38% na capacidade de diagnosticar

um paciente corretamente resultando em uma RCEI calculada de RS 324,22.

Com base nos resultados apresentados, seria necessario um investimento de RS 324,22 para
cada diagndstico correto adicional. Vale ressaltar que a RCEIl estd muito abaixo de 1 PIB per
capita, além disso, os resultados apresentados sdao conservadores, uma vez que outros custos
adicionais relacionados ao diagndstico e consequentemente tratamento equivocado nao foram

considerados.

Em relagdo ao impacto ao orgamento, a incorporagdo do teste trara um impacto incremental
de aproximadamente RS 1,1 milhdes no primeiro ano apds incorporagdo, e um total acumulado
em 5 anos de aproximadamente RS 1,4 milhSes. Os resultados das analises de cenario
conduzidas demonstram que o impacto incremental total em 5 anos pode variar de RS 544 mil

a RS 2,5 milhdes.

Vale ressaltar que os resultados incrementais apresentados sdao conservadores, uma vez que
foram considerados que todos os pacientes prevalentes seriam testados no primeiro ano da
analise e outros custos relacionados ao diagndstico incorreto e consequentemente tratamento
equivocado dos pacientes ndo foram considerados. A maior parte das pessoas diagnosticados
de forma incorreta, acabam recebendo diagndstico de esclerose multipla (48), o que, em
alguns casos, pacientes com DENMO tratados para esclerose multipla apresentam pior

progndstico, principalmente se receberem betainterferonas.

Considerando uma epidemiologia da condicdo muito relacionada as condi¢cdes demograficas da
populacdo brasileira: ndo-branca, em sua maioria mulheres adultas jovens ao diagndstico; é de
se pensar, que apesar do nosso esforco para calcular a populagdo o mais adequadamente
possivel, é de se supor que haja um grande grupo de pessoas com risco de , ou, ainda, ja
gravemente acometidas com sequelas neuroldgicas, cujos diagndsticos foram, sdo e ainda
serdo atrasados pela auséncia de ferramentas diagndsticas e terapéuticas largamente

disponiveis no sistema Unico de saude.
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Além das sequelas, trata-se de uma condicdo com alta mortalidade associada, que varia entre
7 a 32%, (72) e mesmo considerando os dados mais recentes, e os indices de mortalidade
parecem estar associados a descendéncia africana, ao maior tempo do primeiro sintoma até o
diagnodstico,e a baixa disponibilidade de tratamento, (72) Os dados brasileiros apontam para
situagdo ainda mais grave, com cerca de 23% de mortalidade(73), sendo que pessoas com

DENMO tém 12 vezes mais chances de morrer em comparagdo com aquelas com EM(74).

Assim, considerando o baixo custo incremental, o RCEl abaixo do PIB, e ainda que
consideremos nossos dados e calculos conservadores, ainda que estressemos os dados, o custo
financeiro da incorporacdo do teste diagndstico é baixo, sendo imperativa a incorporagado do
teste, considerados o alto custo social, o alto risco de incapacidade neuroldgica que a DENMO
pode ter e o alto impacto na vida das pessoas, a disponibilidade do anti-aquaopoina 4 pode
prover, além do impacto positivo de um diagndstico precoce em reduzir todos estes riscos,
também proporcionar intervengdes precoces que mudem os rumos das vidas das pessoas que

possam ter este diagndstico.
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ANEXO 2. PRECO — TESTE ANTI-AQP4
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https://drive.google.com/file/d/1EbIRJd8Mc195G-s8a8VqCBcC
WxtDgJlh2/view?usp=sharinghttps://drive.google.com/file/d/1
EbIRJd8Mc195G-s8a8VqCBcCWxtDglh2/view?usp=sharing



https://drive.google.com/file/d/1EbIRJd8Mc195G-s8a8VqCBcCWxtDgJh2/view?usp=sharinghttps://drive.google.com/file/d/1EbIRJd8Mc195G-s8a8VqCBcCWxtDgJh2/view?usp=sharing
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ANEXO 3. BASES DE DADOS PARA BUSCA DE EVIDENCIAS

CIENTIFICAS
Bases de Dados Endereco Acesso
Cochrane Library www.thecochranelibrary.com LIVRE
PubMed www.pubmed.gov LIVRE
LILACS www.bireme.br LIVRE
EMBASE www.embase.com RESTRITO

LILACS: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude



ANEXO 4. FICHAS DE AVALIACAO DOS ESTUDOS ANALISADOS

A qualidade metodoldgica das revisOes sistematicas com meta-analise foi avaliada através do
AMSTAR-2 para avaliagBes criticas de revisdes sistemdticas. Essa ferramenta possui 16
guestdes, com respostas mais simples que a versdo anterior (AMSTAR) e inclui um guia de
resposta e uma pontuacdo da confianca nos resultados baseada na fraqueza dos dominios
criticos (questdes dois, quatro, sete, nove, onze, treze e quinze). Apesar disso, o AMSTAR-2 ndo

se propde a gerar um escore global. (55)

Assim, na avaliacdo da revisdo sistematica incluida, o artigo publicado por Ruiz-Gaviria et al.,
2015 (33) foi considerado com confianga baixa por apresentar uma falha critica acompanhada
de fraquezas ndo criticas. Contudo, a pergunta nove, que avalia uma falha critica, foi
desconsiderada, uma vez que o questiondrio ndo reflete o instrumento de risco de viés

utilizado para avaliagao de desfechos e estudos especificos para testes diagndsticos.

O QUADAS-2 é a ferramenta recomendada para avaliar o risco de viés em estudos primarios de
acurdcia diagnéstica. O risco de viés dos estudos de acuracia diagndstica foi avaliado por meio
da ferramenta QUADAS-2. (32) A ferramenta compreende quatro dominios: 1) Selecdo de
pacientes, 2) Teste-indice, 3) Teste de padrdo de referéncia e 4) Fluxo e temporalidade. Todos
eles sdo avaliados em termos de risco de viés (baixo, incerto e alto) e os trés primeiros
dominios também sdo avaliados em termos de preocupacées em relagdao a aplicabilidade viés
(baixa, incerta e alta). Se um estudo é julgado com riso alto ou incerto, um ou mais dominios
devem ser julgados como apresentando risco de viés ou com limita¢cdes relacionadas a sua

aplicabilidade.

Os principais motivos para a maior incerteza no QUADAS-2 foram: falta de clareza sobre a
interpretacao dos resultados do teste-indice sem conhecimento sobre os resultados do teste
referéncia, e pontualmente, questdes relacionadas ao teste de padrdo de referéncia e ao fluxo

e temporalidade (Figura 12).



Formuldrio de avaliacao de qualidade de revisGes sistematicas.

Ruiz-Gaviria 2015

Para Sim:
1- As perguntas de () Populagao

. ... Intervencao
pesquisa e os critérios de 0 s

inclusao para a revisao () Sim LR PO EeR e e

. .. (x) Nao () Desfecho
incluiriam os componentes da
PICO?

Opcional (recomendado):

() Tempo de seguimento

Para Sim parcial:

Os autores afirmam que eles
escreveram um protocolo ou
guia que incluia TODOS os
seguintes?

. - Pergunta de pesquisa da revisao

2- O relatdrio da revisdo () Perg pesq

continha uma declaragao Py B R e s see

explicita de que os métodos de () ol €lo 095D Cla s

e . Sim
revisdo foram estabelecidos 0
~ - x) Sim parcial Para sim?
antes da condugdo da revisao e () P
e e g () Nao Assim como para o sim parcial,
o relatorio justificou qualquer .
adicionalmente o protocolo
alteragdo significante do deve ser registrado e deve ter
especificado:
protocolo?* P
() Uma meta-analise/plano de
sintese, se apropriado, e
() Um plano para investigar causas de
heterogeneidade
() Justificativa para qualquer
alteracdo do protocolo
Para Sim, a revisao deve satisfazer UM
dos seguintes:
3- O ErfEres GR s () Explicagdo para incluir somente um
ECR
explicaram sua selegdo dos (x) Sim
(X) ou explicagdo para incluir somente
desenhos de estudos para () Nao ensaios clinicos ndo
inclusdo na revisio? randomizados

() ou explicagdo para incluir ambos
ECR e ensaios clinicos ndo
randomizados



4- Os autores da revisdo () Sim

utilizaram  uma  estratégia (y) Sim parcial

abrangente da literatura?* () N3o
5- Os autores da revisao
. ~ x) Sim
realizaram a selegdo dos ()
. Nao
estudos em duplicata? 0
6- Os autores da revisao
. ~ x) Sim
realizaram a extracdo de dados ()
. Nao
em duplicata? 0
7- Os autores da revisdao ()Sim

forneceram uma lista dos () Sim parcial

b

Para Sim parcial (todos os seguintes):

(x) Pesquisaram pelo menos 2 bases
de dados (relevante para
pergunta de pesquisa)

(x) Forneceram palavra-chave e/ou
estratégia de busca

(x) Justificaram limita¢Ges nas
publicagdes (ex: idioma)

Para Sim, deter também (todos os
seguintes)?

(x) Buscaram em listas de
referéncias/bibliografia dos
estudos incluidos

() Buscaram estudos/ registros de
estudos incluidos/ Consultou
especialistas na area

() Onde relevante, buscaram por
literatura cinzenta

() Conduziram busca dentro de 24
meses da conclusdo da revisao

Se sim, um dos seguintes:

(x) pelo menos dois revisores
independentemente
concordaram na selegao dos
estudos elegiveis e obtiveram
consenso de quais estudos
incluir

() OU dois revisores selecionaram
uma amostra de estudos e
elegiveis e obtiveram uma boa
concordancia (pelo menos
80%) com o restante
selecionado por um revisor

Se sim, um dos seguintes:

(x) Pelo menos dois revisores
obtiveram consenso sobre qual
dado extrair dos estudos
incluidos

() OU revisores extrairam dados de
uma amostra de estudos
elegiveis E obtiveram uma boa
concordancia (pelo menos
80%) com o restante
selecionado por um revisor

Para Sim parcial:

() Forneceram uma lista de todos os
estudos potencialmente



estudos excluidos e justificaram

as exclusoes?*

8- Os autores da revisao
descreveram os estudos

incluidos em detalhes quando

adequados?
9- Os autores da revisdao
utilizaram uma técnica

satisfatdria para avaliar o risco
de viés (RoB) nos estudos
individuais que foram incluidos

na revisao?*

(x) Ndo

()Sim
() Sim parcial

(x) Nao

ECR

()Sim

() Sim parcial
() Nao

(x) Incluido somente
ensaios clinicos
nao
randomizados

Ensaios clinicos
nao-randomizad
os

()Sim

() Sim Parcial

relevantes que foram lidos no
formato de texto completo,
mas excluidos da revisao

Para Sim, deve ter também:

() Justificaram a exclusdo da revisdo
de cada estudo
potencialmente relevante

Para Sim parcial (TODOS os
seguintes):

() Descreveram populagdo

() Descreveram intervengoes

() Descreveram comparadores

() Descreveram desfechos

() Descreveram os desenhos de
estudos

Para Sim, deve ter também TODOS os
seguintes:

() Descreveram populagdo em
detalhes

() Descreveram intervengées em
detalhes (incluindo doses onde
relevante)

() Descreveram comparadores em
detalhes (incluindo doses onde
relevante)

() Descreveram o cenario do estudo

() Tempo de seguimento

ECR

Para Sim Parcial, deve ser avaliado
RoB de:

() Alocagdo ndo oculta, e

() Falta de seguimento de pacientes e
avaliadores quando avaliaram
desfechos (desnecessario para
desfechos objetivos como
todas as causas de
mortalidade)

Para Sim, deve ter também TODOS os
seguintes:



10- Os autores da revisdo
relataram as fontes de
financiamento para os estudos

incluidos na revisao?

11- Se a meta-analise foi
realizada, os autores da revisao
utilizaram métodos apropriados

para combinacao de resultados?

(x) Ndo

() Incluido somente
Ensaios Clinicos
randomizados

()Sim

(x) Nao

(x) Sim
() Né&o

() Nao foi conduzida
meta-analise

() Sequéncia de alocagdo que nao foi
verdadeiramente
randomizada, e

() Selegdo de resultados relatados
entre multiplas mensuragdes
ou analises de um desfecho
especifico

Ensaios Clinicos ndo-randomizados

Para Sim Parcial, deve ser avaliado
RoB de:

() De confusdo, e

() De viés de selecdo

Para Sim, deve ser avaliado também
RoB:

() Métodos utilizados para verificar
exposicao e desfechos, e

() Selegdo de resultado relatado entre
varias mensuragoes e analises
de um desfecho especifico

Para Sim:

() Deve ter relatado as fontes de
financiamento para estudos
individuais incluidos na
revisdao. Nota: Relatando que
0S revisores procuraram essas
informagdes mas nao foi
relatada pelos autores do
estudo também qualifica.

ECR
Para Sim:

() Os autores justificaram a
combinagao dos dados na
meta-analise

() E eles utilizaram uma técnica
ponderada apropriada para
combinar resultados do
estudo, ajustando para
heterogeneidade, se
presentes.

() E investigou as causas de qualquer
heterogeneidade.

Ensaios clinicos ndao-randomizados

Para Sim:



12- Se a meta-analise foi
realizada os autores da revisao
avaliaram o impacto potencial
do risco de viés dos estudos
individuais sobre os resultados
da meta-andlise ou outra

sintese de evidéncias?

13- Os autores da revisao
levaram em conta o risco de
viés dos estudos individuais ao
interpretar/discutir os

resultados da revisdo?

14- Os autores da revisdo
forneceram na discussdo uma

explicagdo satisfatoria de

b

(x) Sim
() Nao

() Nao foi conduzida

(x) Sim
() Nao

(x) Sim
() Nao

meta-analise

(X) Os autores justificaram a

combinagdo dos dados na
meta-analise

(X) E eles utilizaram uma técnica

ponderada apropriada para
combinar resultados do
estudo, ajustando para
heterogeneidade, se
presentes.

(X) E eles combinaram

estatisticamente as estimativas
de efeitos de ensaios clinicos
ndo-randomizados que foram
ajustados para confundidores,
em vez de combinar dados
brutos, ou justificado
combinando dados brutos
guando estimativas de efeitos
ajustados nao estavam
disponiveis

() E eles relataram estimativas

sumarias separadas para ECRs
e ensaios clinicos nao-
randomizados quando ambos
foram incluidos na revisao.

Para Sim:

(x) incluiram apenas ECR com baixo

risco de viés.

() OU, se a estimativa combinada for

baseada em ECRs e/ou Ensaios
clinicos ndo-randomizados na
variavel risco de viés, os
autores realizaram analises
para investigar o possivel
impacto de risco de viés em
estimativas sumarias de efeito.

Para Sim:

() incluiram apenas ECRs com baixo

risco de viés

(x) OU, se ECRs com risco de viés

moderado ou alto, ou ensaios
clinicos ndo- randomizados
foram incluidos, a revisdo
forneceu uma discussao sobre
o provavel impacto do Risco de
viés aos resultados.

Para Sim:

(x) Ndo houve heterogeneidade

significativa nos resultados



qualquer heterogeneidade
observada nos resultados da

revisao?

15- Se eles realizaram
sintese quantitativa, os autores
da revisao realizaram uma
adequada investigacdo do viés

de publicagdo (viés de pequeno

estudo) e discutiram seu
provavel impacto nos
resultados da revisao?

16- Os autores da revisao

relataram qualquer potencial
fonte de conflito de interesse,
incluindo qualquer

financiamento que eles
receberam para condugio da

revisao?

() OU se a heterogeneidade estava
presente, os autores
realizaram uma investigacao
de fontes de qualquer
heterogeneidade nos
resultados e discutiram o
impacto dessa nos resultados

da revisao.
Para Sim:
() Sim (x) realizaram testes graficos ou
(x) 3o estatistico para viés de

publicagdo e discutiram a
probabilidade e magnitude do
impacto do viés de publicagdo.

() Nao foi conduzida
meta-analise

Para SIM:

() Sim () Os autores relataram nao conflitos
de interesse OU
x) Nao
() (x) Os autores descreveram as fontes
de financiamento e como
lidaram com potenciais

conflitos de interesse.

Fonte: Shea et al., 2017 (55)

Figura 12. Andlise do risco de viés pela ferramenta QUADAS-2 dos estudos incluidos.
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ANEXO 5. ESTUDOS EXCLUIDOS

Durante leitura do titulo ou resumo, todos os estudos que ndo se enquadravam nos critérios de

elegibilidade foram excluidos.

Os motivos para exclusao dos estudos lidos na integra estao apresentados na tabela abaixo.

Autor Ano Referéncia Motivo da exclusdo
1. Takahashi et
al 2006 (57) Intervengdo. N3o avalia teste comercial.
- Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
2. DeVidietal. 2009 (58) , . P &
na integra e sim resumo de congresso.
i Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
3. De Vidietal. 2010 (59) , . ; &
na integra e sim resumo de congresso.
. Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
4. Kimetal. 2010 (60) : : P &
na integra e sim resumo de congresso.
5. Bernard-Valnet 2011 (61) Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
et al. na integra e sim resumo de congresso.
Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
6. Yangetal 2012 (62) , . P &
na integra e sim resumo de congresso.
. Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
7. Kimetal. 2013 (63) , : 2 £
na integra e sim resumo de congresso.
Resultados de estudos ndao foram publicados em artigo
8. Satoetal. | 2013 (64) , ) P &
na integra e sim resumo de congresso.
9. Satoetal. 2013 (65) Intervencdo. Ndo avalia teste comercial.
Resultados de estudos ndao foram publicados em artigo
10. Yangetal. | 2013 (66) ! Je estudos pUbT '8
na integra e sim resumo de congresso.
Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
11. Waters et al. 2014 (67) , . P &
na integra e sim resumo de congresso.
Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
12. Tortorellaetal. | 2015 (68) , . P &
na integra e sim resumo de congresso.
. Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
13. Diaz et al. 2019 (69) , : > 2
na integra e sim resumo de congresso.
Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
14. Sun etal. 2020 (70) , . P &
na integra e sim resumo de congresso.
Resultados de estudos ndo foram publicados em artigo
15. Montalvo et al. | 2021 (71) , ) P s
na integra e sim resumo de congresso.

oD






ANEXO 6. AVALIACAO DA QUALIDADE DA EVIDENCIA — GRADE

Certainty assessment — versus ELISA Certainty

Ne dos estudos Delineamento do estudo Risco de viés Inconsisténcia Evidéncia indireta Imprecisao Outras consideragdes

Sensibilidade
: < . . eOO0O
5 estudo observacional grave ndo grave ndo grave grave nenhum . )
Muito baixa
Especificidade
. k . . eO00O
5 estudo observacional grave nao grave ndo grave grave nenhum . B
Muito baixa
Acurécia
: . . . &O00
1 estudo observacional grave nao grave nao grave nao grave nenhum

Muito baixa

Concordancia

000,

1 estudo observacional grave nao grave nao grave nao grave nenhum . B
Muito baixa

Fonte: elaboragdo propria. a. Sobreposi¢do de intervalos de confianga.

b



Ne dos estudos

Sensibilidade

Especificidade

Concordancia

Delineamento do estudo

estudo observacional

estudo observacional

estudo observacional

Certainty assessment — versus FIPA

Risco de viés Inconsisténcia Evidéncia indireta

grave nao grave ndo grave
grave ndo grave ndo grave
grave nao grave nao grave

Imprecisdo

nao grave

ndo grave

nao grave

Outras consideragoes

nenhum

nenhum

nenhum

Certainty

®O00O

Muito baixa

eO00O

Muito baixa

®O00

Muito baixa

Fonte: elaboragdo propria.



Ne dos estudos

Sensibilidade

Especificidade

Acuracia

Delineamento do estudo

estudo observacional

estudo observacional

estudo observacional

Certainty assessment — versus IHC

Risco de viés Inconsisténcia Evidéncia indireta

grave nao grave ndo grave
grave ndo grave ndo grave
grave nao grave nao grave

Imprecisdo

nao grave

ndo grave

nao grave

Outras consideragoes

nenhum

nenhum

nenhum

Certainty

®O00O

Muito baixa

eO00O

Muito baixa

®O00

Muito baixa

Fonte: elaboragdo propria.



Certainty assessment — versus T-lIF Certainty

Ne dos estudos Delineamento do estudo Risco de viés Inconsisténcia Evidéncia indireta Imprecisdo Outras consideragoes

Sensibilidade
) ) . 000
4 estudo observacional rave nao grave ndo grave rave® nenhum . .
g 8 g & Muito baixa
Especificidade
. : ~ \ 000,
5 estudo observacional grave ndo grave ndo grave grave nenhum ) -
Muito baixa
Concordancia
. . « « 000,
3 estudo observacional grave nao grave nao grave nao grave nenhum . .
Muito baixa
Acuracia
4 . ~ x 000
1 estudo observacional grave ndo grave ndo grave ndo grave nenhum ) -
Muito baixa

Fonte: elaboragdo propria. a. Sobreposi¢do de intervalos de confianga.



ANEXO 7. DECLARACAO DE POTENCIAIS CONFLITOS DE
INTERESSE

Declaragao de conflitos de interesses

Para que se assegure a integridade técnica e a imparcialidade na construcdo do(a) titulo do
parecer técnico-cientifico, solicitamos que os participantes divulguem quaisquer situacdes que
constituam potencial conflito de interesse relacionado com o tema da atividade. Sendo assim,

por favor, complete este questiondrio e submeta-o ao grupo coordenador deste documento.

DefinigOes e termos-chave sobre conflitos de interesse

e Conflito de interesse é uma divergéncia entre os interesses de um individuo e as suas
obrigacdes, de modo que um observador possa questionar se suas a¢des ou decisdes sao
motivadas por beneficios explicitos, latentes ou potenciais, ou influenciadas por suas
convicgbes ou crengas, comprometendo a imparcialidade do desempenho das fungbes
que lhe foram atribuidas.

e Conflito de interesse financeiro consiste em situagdo potencialmente associada a ganho
financeiro, de cunho monetario ou ndo, de modo que um observador possa questionar se
as acgdes ou decisGes de um individuo sdao motivadas por beneficios explicitos, latentes ou
potenciais, comprometendo a imparcialidade do desempenho das fun¢des que |Ihe foram
atribuidas.

o Conflito de interesse financeiro direto consiste em situacdo na qual o individuo é o
beneficidrio dos ganhos financeiros, de cunho monetario ou nao.

e Conflito de interesse financeiro indireto consiste em situagdo na qual instituicdes ou
pessoas ligadas ao individuo sdao os beneficiarios de ganhos financeiros, sejam estes de
cunho monetario ou nao.

o Conflito de interesse nao financeiro consiste em situacao na qual um observador possa
guestionar se as a¢Bes ou decisGes do individuo sdo influenciadas por suas convicgdes ou
crencgas ou por atividades académicas ou intelectuais, comprometendo a imparcialidade o

desempenho das fungGes que |he foram atribuidas.

CoD



e Conflito de interesse indireto consiste em recebimento de beneficios por pessoas
préoximas* ao individuo, em especial cénjuge, familiares de primeiro grau e dependentes

financeiros.

Por favor, responda a cada uma das perguntas a seguir. Todos os potenciais conflitos de
interesse que venham a influenciar sua capacidade de julgamento devem ser declarados. Caso
vocé tenha respondido “SIM” para alguma das questdes, descreva as circunstancias na proxima

pagina deste formulario.

Nome: Laura Murta Amaral

Instituicdo: ORIGIN Health

1. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* possuiram vinculo Sim[]
empregaticio ou participagdo no conselho de administragao de alguma
entidade, instituicdo comercial ou outra organizagao que tenha interesse no
escopo deste documento? NaoX

2. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* receberam beneficio
financeiro monetario de alguma entidade, instituicdo comercial ou outra Sim[]
organizagdo que tenha interesse no escopo deste documento (como
honorarios por palestras, atividades de ensino, consultorias, pareceres
técnicos ou pericias judiciais), equivalente a um valor de RS 1.000,00 ou mais | N3oX
(por atividade ou por entidade, instituicdo ou organiza¢do)?

3. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* receberam de uma
entidade, instituicdo ou outro érgdo com interesse no escopo deste Sim[]
documento beneficios financeiros ndo monetarios (como pagamento de
participagdo em congressos, despesas de viagem, presentes, participacdo em
eventos recreativos tais como shows, jantares, etc.) equivalentes a um valor NioX
de RS 1.000,00 ou mais?

4. Atualmente, vocé, pessoas proximas a vocé* ou a instituicdo a que vocé estd Sim[]
vinculado possui propriedade intelectual ou interesse financeiro conflitante
gue possa ser afetado pelos resultados deste documento, tais como agdes,
royalties ou patente, independentemente do valor? NaoX

5. Nos ultimos trés anos, vocé, pessoas proximas a vocé* ou a instituicdo a qual
voceé estd vinculado recebeu algum apoio de uma entidade, instituicdo ou

o ) S Sim[]
outro 6rgdo com interesse no escopo deste documento (como financiamento
para fomento de projetos de pesquisa, de extensdo ou de ensino,
equipamentos e insumos, tais como reagentes, livros, equipamentos N30
especificos, apoio para publicagdo ou editoragdo de artigo, tradugdo,
pagamento de taxas de publicagdo, etc.) com valor superior a RS 5.000,00?
Sim[]
6. A sua expertise ou convicgdo académica/profissional em algum aspecto
relacionado ao escopo deste documento poderia comprometer sua
imparcialidade de julgamento (como ter publicagdes sobre determinado N3oX
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assunto que o tornaria mais propenso a dar recomendacgdes favoraveis a
determinada intervengdo)?

o o ’ L Sim[]
7. Vocé possui vinculo com alguém ou alguma instituigdo cujos interesses

académicos possam ser afetados pelas recomendagdes resultantes deste

documento? "

NdoX

8. Vocé participa, direta ou indiretamente, de algum grupo, como organizagdes Sim[]

governamentais ou ndo governamentais, sociedades de profissionais ou

especialistas, associagdo de pacientes, cujos interesses possam ser afetados

pelas recomendagdes resultantes deste documento? NioX
9. Vocé considera que as recomendagdes decorrentes deste documento podem Sim[]

gerar beneficios académicos futuros a vocé, pessoas proximas a vocé* ou a

instituicdo a que vocé esta ligado (como aumento de publicagdes ou citagoes

em trabalhos cientificos, participagdo em congresso, etc.)? NioX

10.1. Vocé possui convicgdo religiosa, politica, étnica ou outras crengas que podem Sim[]
comprometer sua capacidade de julgamento neste documento? N3oX

10.2. Caso tenha respondido “SIM” para a questdo 10.1, vocé concorda em declarar SimL]

essa informacdo ao demandante deste documento? Nio[J
10.3. Caso tenha respondido “SIM” para a questao 10.2, vocé concorda em tornar Sim[]
publica essa informagao? N3o[d
11. Ha algum outro fato ou situag¢do que possa interferir na sua imparcialidade de SimL]
julgamento neste documento? N3oX

Por favor, caso vocé tenha respondido “SIM” para alguma das questoes anteriores, preencha

0s campos a seguir com as seguintes informacgoes:

e Especifigue quem possui o potencial conflito de interesse é vocé, alguma pessoa préxima
e/ou sua instituicdo (especificando qual a empresa ou a relagdo familiar). Pode haver mais
de um beneficidario com conflitos de interesse para cada pergunta.

e Especifique o periodo em que o conflito de interesse se iniciou e cessou (més/ano).

® Em caso de conflito de interesse de cunho monetario, especifique o valor envolvido.

® Em caso de beneficio financeiro de cunho ndo monetario, por favor, estime um valor
aproximado.

® Em relacdo a beneficios monetarios pessoais, ndo serdo publicados os valores, apenas a
descricao do conflito. Caso haja alguma outra informacao que o esta impedido de declarar

ou que ndo gostaria que fosse levada a publico, informe nas questdes subsequentes.
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® Na3o serdo publicados conflitos referentes a pessoas préximas a voce.

Ha alguma informagdo que, devido a cldusula de confidencialidade, ndo pode ser declarada neste
documento? Descreva a natureza da informagdo e o motivo de sua ndo declaragao.

R: Nao

Ha alguma informagdo que, devido a preservagao da sua privacidade, vocé ndo deseja que seja
divulgada publicamente? Descreva a natureza da informac¢do e o motivo para n3o ser levada a
publico.

R: Nao

DECLARAGAO:

Eu declaro ciéncia das definicGes e dos termos-chave sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro ciéncia das questdes sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro a veracidade de todas as informacgGes por mim fornecidas neste documento.

® Eu concordo em atualizar todas as informagdes declaradas ao longo do periodo de
desenvolvimento deste parecer.

e Eu estou ciente de que poderd haver busca ativa por meus potenciais conflitos de
interesse, e a ndao declara¢gdo de conflitos relevantes pode resultar em minha exclusdo
como participante deste parecer.

® Eu concordo com a divulgacdo das informacdes aqui contidas, exceto nas situacbes em

gue declarei desejo de sigilo.

[ 01/02/2024

L L Y TN N e
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Nome: Leticia Lucia dos Santos Dias

Instituicdo: ORIGIN Health

1. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* possuiram vinculo
empregaticio ou participagdo no conselho de administragdo de alguma
entidade, instituicdo comercial ou outra organizagao que tenha interesse no
escopo deste documento?

Sim[]

NioX

2. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* receberam beneficio
financeiro monetario de alguma entidade, instituicdo comercial ou outra
organizacdo que tenha interesse no escopo deste documento (como
honorarios por palestras, atividades de ensino, consultorias, pareceres
técnicos ou pericias judiciais), equivalente a um valor de RS 1.000,00 ou mais
(por atividade ou por entidade, instituicdo ou organiza¢do)?

Sim[J

3. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* receberam de uma
entidade, instituicdo ou outro érgao com interesse no escopo deste
documento beneficios financeiros ndo monetdrios (como pagamento de
participagdo em congressos, despesas de viagem, presentes, participacao em
eventos recreativos tais como shows, jantares, etc.) equivalentes a um valor
de RS 1.000,00 ou mais?

Sim[J

4. Atualmente, vocé, pessoas proximas a vocé* ou a instituicdo a que vocé esta
vinculado possui propriedade intelectual ou interesse financeiro conflitante
gue possa ser afetado pelos resultados deste documento, tais como agdes,
royalties ou patente, independentemente do valor?

Sim[]

NioX

5. Nos ultimos trés anos, vocé, pessoas proximas a vocé* ou a instituicdo a qual
voceé esta vinculado recebeu algum apoio de uma entidade, instituicdo ou
outro 6rgdo com interesse no escopo deste documento (como financiamento
para fomento de projetos de pesquisa, de extensdo ou de ensino,
equipamentos e insumos, tais como reagentes, livros, equipamentos
especificos, apoio para publicagao ou editoragdo de artigo, tradugao,
pagamento de taxas de publicagdo, etc.) com valor superior a RS 5.000,00?

Sim[]

6. A sua expertise ou convicgdo académica/profissional em algum aspecto
relacionado ao escopo deste documento poderia comprometer sua
imparcialidade de julgamento (como ter publica¢cdes sobre determinado
assunto que o tornaria mais propenso a dar recomendagdes favoraveis a
determinada intervengdo)?

Sim ]

NioX

7. Vocé possui vinculo com alguém ou alguma instituicdo cujos interesses
académicos possam ser afetados pelas recomendagdes resultantes deste
documento?

Sim[J
N3oX

8. Vocé participa, direta ou indiretamente, de algum grupo, como organizagdes
governamentais ou ndo governamentais, sociedades de profissionais ou
especialistas, associacdo de pacientes, cujos interesses possam ser afetados
pelas recomendacdes resultantes deste documento?

Sim[J

9. Vocé considera que as recomendagdes decorrentes deste documento podem
gerar beneficios académicos futuros a vocé, pessoas proximas a vocé* ou a
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instituicdo a que vocé esta ligado (como aumento de publicages ou citagdes | NdoX
em trabalhos cientificos, participagcdo em congresso, etc.)?
10.1. Vocé possui convicgao religiosa, politica, étnica ou outras crengas que podem Syl
comprometer sua capacidade de julgamento neste documento? N3oX
10.2. Caso tenha respondido “SIM” para a questdo 10.1, vocé concorda em declarar SimL]
essa informacdo ao demandante deste documento? N3o[]
10.3. Caso tenha respondido “SIM” para a questao 10.2, vocé concorda em tornar SimL]
publica essa informagao? N3o[d
11. Ha algum outro fato ou situagdo que possa interferir na sua imparcialidade de SimL]
julgamento neste documento? N3oX

Por favor, caso vocé tenha respondido “SIM” para alguma das questdes anteriores, preencha

0s campos a seguir com as seguintes informacgoes:

e Especifique quem possui o potencial conflito de interesse é vocé, alguma pessoa préxima
e/ou sua instituicdo (especificando qual a empresa ou a relagdo familiar). Pode haver mais
de um beneficidrio com conflitos de interesse para cada pergunta.

e Especifique o periodo em que o conflito de interesse se iniciou e cessou (més/ano).

® Em caso de conflito de interesse de cunho monetario, especifique o valor envolvido.

® Em caso de beneficio financeiro de cunho ndao monetario, por favor, estime um'valor

aproximado.

e Em relacdo a beneficios monetarios pessoais, ndo serdo publicados os valores, apenas a
descricao do conflito. Caso haja alguma outra informagdo que o estd impedido de declarar
ou que ndo gostaria que fosse levada a publico, informe nas questdes subsequentes.

e N3o serdo publicados conflitos referentes a pessoas préximas a voceé.

Ha alguma informacgdo que, devido a cldusula de confidencialidade, ndo pode ser declarada neste
documento? Descreva a natureza da informagdo e o motivo de sua ndo declaragao.

R: Nao

Ha alguma informagdo que, devido a preservagao da sua privacidade, vocé nao deseja que seja
divulgada publicamente? Descreva a natureza da informagdo e o motivo para ndo ser levada a
publico.
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R: Nao

DECLARAGAO:

Eu declaro ciéncia das definicGes e dos termos-chave sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro ciéncia das questdes sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro a veracidade de todas as informagGes por mim fornecidas neste documento.

e Eu concordo em atualizar todas as informag¢des declaradas ao longo do periodo de
desenvolvimento deste parecer.

e FEu estou ciente de que poderd haver busca ativa por meus potenciais conflitos de
interesse, e a ndo declaracdo de conflitos relevantes pode resultar em minha exclusdo
como participante deste parecer.

® Eu concordo com a divulgacdao das informacdes aqui contidas, exceto nas situacbes em

gue declarei desejo de sigilo.

[ 01/02/2024

Assinatura

Nome: Gabriel Leonel Marasco

Instituicdo: ORIGIN Health

1. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* possuiram vinculo Sim[]
empregaticio ou participagdo no conselho de administragao de alguma
entidade, instituicdo comercial ou outra organizagao que tenha interesse no
escopo deste documento? NaoX

2. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* receberam beneficio
financeiro monetario de alguma entidade, instituicdo comercial ou outra Sim[]
organizagdo que tenha interesse no escopo deste documento (como
honorarios por palestras, atividades de ensino, consultorias, pareceres
técnicos ou pericias judiciais), equivalente a um valor de RS 1.000,00 ou mais | N3oX
(por atividade ou por entidade, instituicdo ou organiza¢do)?

3. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas proximas a vocé* receberam de uma SimOl
entidade, instituicdo ou outro érgao com interesse no escopo deste
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documento beneficios financeiros ndo monetarios (como pagamento de
participagdo em congressos, despesas de viagem, presentes, participacdo em

. . ; ) NdoX
eventos recreativos tais como shows, jantares, etc.) equivalentes a um valor
de RS 1.000,00 ou mais?
4. Atualmente, vocé, pessoas préximas a vocé* ou a instituicdo a que vocé esta Sim[]
vinculado possui propriedade intelectual ou interesse financeiro conflitante
que possa ser afetado pelos resultados deste documento, tais como agdes,
royalties ou patente, independentemente do valor? NaoX
5. Nos ultimos trés anos, vocé, pessoas proximas a vocé* ou a instituicdo a qual
voceé estd vinculado recebeu algum apoio de uma entidade, instituicdo ou Sim[J
outro érgdo com interesse no escopo deste documento (como financiamento
para fomento de projetos de pesquisa, de extensdo ou de ensino,
equipamentos e insumos, tais como reagentes, livros, equipamentos N30
especificos, apoio para publicacdo ou editora¢do de artigo, traducao,
pagamento de taxas de publicagdo, etc.) com valor superior a RS 5.000,00?
6. A sua expertise ou convic¢do académica/profissional em algum aspecto SimD]
relacionado ao escopo deste documento poderia comprometer sua
imparcialidade de julgamento (como ter publica¢gdes sobre determinado
assunto que o tornaria mais propenso a dar recomendagdes favoraveis a N3oX
determinada intervengdo)?
7. Vocé possui vinculo com alguém ou alguma instituicao cujos interesses Sim]
académicos possam ser afetados pelas recomendagdes resultantes deste
documento? N&oX
8. Vocé participa, direta ou indiretamente, de algum grupo, como organizagoes Sim[]
governamentais ou ndo governamentais, sociedades de profissionais ou
especialistas, associagdo de pacientes, cujos interesses possam ser afetados
pelas recomendagdes resultantes deste documento? NioX
9. Vocé considera que as recomendagdes decorrentes deste documento podem Sim[]
gerar beneficios académicos futuros a vocé, pessoas proximas a vocé* ou a
instituicdo a que vocé esta ligado (como aumento de publica¢des ou citagoes
em trabalhos cientificos, participacdo em congresso, etc.)? Nao X
10.1. Vocé possui conviccado religiosa, politica, étnica ou outras crengas que podem SimCJ
comprometer sua capacidade de julgamento neste documento? N3oX
10.2. Caso tenha respondido “SIM” para a questdo 10.1, vocé concorda em declarar SimL]
essa informacdo ao demandante deste documento? N3o[]
10.3. Caso tenha respondido “SIM” para a questao 10.2, vocé concorda em tornar SimL]
- . - B
publica essa informagado? N3o[d
11. Ha algum outro fato ou situagcdo que possa interferir na sua imparcialidade de SimL]
julgamento neste documento? N3oX




Por favor, caso vocé tenha respondido “SIM” para alguma das questdes anteriores, preencha

0s campos a seguir com as seguintes informacgoes:

e Especifigue quem possui o potencial conflito de interesse é vocé, alguma pessoa préxima
e/ou sua instituicdo (especificando qual a empresa ou a relagdo familiar). Pode haver mais
de um beneficidario com conflitos de interesse para cada pergunta.

e Especifique o periodo em que o conflito de interesse se iniciou e cessou (més/ano).

e Em caso de conflito de interesse de cunho monetario, especifique o valor envolvido.

® Em caso de beneficio financeiro de cunho ndo monetario, por favor, estime um valor

aproximado.

e Em relacdo a beneficios monetarios pessoais, ndo serdo publicados os valores, apenas a
descricao do conflito. Caso haja alguma outra informacao que o esta impedido de declarar
ou que ndo gostaria que fosse levada a publico, informe nas quest&es subsequentes.

e Na3o serdo publicados conflitos referentes a pessoas préximas a voce.

Ha alguma informagdo que, devido a cldusula de confidencialidade, ndo pode ser declarada neste
documento? Descreva a natureza da informagdo e o motivo de sua ndo declaragao.

R: Nao

Ha alguma informagdo que, devido a preservagao da sua privacidade, vocé ndao deseja que seja
divulgada publicamente? Descreva a natureza da informac¢do e o motivo para n3o ser levada a
publico.

R: Nao

DECLARAGAO:

Eu declaro ciéncia das defini¢cGes e dos termos-chave sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro ciéncia das questdes sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro a veracidade de todas as informagGes por mim fornecidas neste documento.

® Eu concordo em atualizar todas as informag¢des declaradas ao longo do periodo de
desenvolvimento deste parecer.

e Eu estou ciente de que poderd haver busca ativa por meus potenciais conflitos de

interesse, e a ndao declara¢gdo de conflitos relevantes pode resultar em minha exclusdo

como participante deste parecer.
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® Eu concordo com a divulgacdo das informacgdes aqui contidas, exceto nas situagdes em

gue declarei desejo de sigilo.

[ 01/02/2024

abvil & Plonsnce,
U

Assinatura

Nome: Roberta Arinelli

Instituicdo: ORIGIN Health

1. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
préximas a vocé* possuiram vinculo

, . o Sim[]
empregaticio ou participagdo no
conselho de administragao de alguma
entidade, instituicdo comercial ou N3o
outra organizacdo que tenha

interesse no escopo deste
documento?

2. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
préximas a vocé* receberam
beneficio financeiro monetario de
alguma entidade, instituicdo
comercial ou outra organizagdo que Sim[]
tenha interesse no escopo deste
documento (como honorarios por
palestras, atividades de ensino, N3do
consultorias, pareceres técnicos ou D
pericias judiciais), equivalente a um
valor de RS 1.000,00 ou mais (por
atividade ou por entidade, instituicao
ou organizagdo)?

3. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
proximas a vocé* receberam de uma

entidade, instituigdo ou outro 6rgio SimLJ
com interesse no escopo deste
documento beneficios financeiros

Nao

ndo monetarios (como pagamento de
participagdo em congressos, )
despesas de viagem, presentes,

participagao em eventos recreativos
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tais como shows, jantares, etc.)
equivalentes a um valor de RS
1.000,00 ou mais?

4. Atualmente, vocé, pessoas proximas a
VOCé* ou a instituicdo a que vocé
esta vinculado possui propriedade
intelectual ou interesse financeiro
conflitante que possa ser afetado
pelos resultados deste documento,
tais como agdes, royalties ou patente,
independentemente do valor?

Sim[]

5. Nos ultimos trés anos, vocé, pessoas
proximas a vocé* ou a instituicdo a
qual vocé estd vinculado recebeu
algum apoio de uma entidade,
instituicdo ou outro 6rgdo com
interesse no escopo deste
documento (como financiamento
para fomento de projetos de
pesquisa, de extensdo ou de ensino,
equipamentos e insumos, tais como
reagentes, livros, equipamentos
especificos, apoio para publicacdo ou
editoracdo de artigo, traducao,
pagamento de taxas de publicagdo,
etc.) com valor superior a RS
5.000,00?

Sim[]

6. A sua expertise ou convicgao
académica/profissional em algum
aspecto relacionado ao escopo deste
documento poderia comprometer
sua imparcialidade de julgamento
(como ter publicagdes sobre
determinado assunto que o tornaria
mais propenso a dar recomendagdes
favoraveis a determinada
intervencdo)?

Sim[]

7. Vocé possui vinculo com alguém ou
alguma instituicdo cujos interesses Sim[]
académicos possam ser afetados
pelas recomendacgdes resultantes
deste documento?

Nao

8. Vocé participa, direta ou indiretamente,
de algum grupo, como organizagoes
governamentais ou nao Sim[]
governamentais, sociedades de
profissionais ou especialistas,
associacdo de pacientes, cujos Nao
interesses possam ser afetados pelas
recomendacdes resultantes deste
documento?
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9. Vocé considera que as recomendagoes
decorrentes deste documento
podem gerar beneficios académicos Sim[]
futuros a vocé, pessoas proximas a
vocé* ou a instituicdo a que vocé
estd ligado (como aumento de Nao
publicacdes ou citagdes em trabalhos D
cientificos, participacdo em
congresso, etc.)?

10.1. Vocé possui convicgdo religiosa, SimJ
politica, étnica ou outras crengas que .
podem comprometer sua capacidade Nao
de julgamento neste documento? )

10.2. Caso tenha respondido “SIM” para a Sim]
questdo 10.1, vocé concorda em .
declarar essa informag3o ao Nao
demandante deste documento? [

10.3. Caso tenha respondido “SIM” para a SimLJ
questdo 10.2, vocé concorda em N3o
tornar publica essa informagdo? I

11. Ha algum outro fato ou situagdo que SimLJ
possa interferir na sua imparcialidade N3o
de julgamento neste documento? )

Por favor, caso vocé tenha respondido “SIM” para alguma das questdes anteriores, preencha

0s campos a seguir com as seguintes informacgoes:

e Especifique quem possui o potencial conflito de interesse é vocé, alguma pessoa préxima
e/ou sua instituicdo (especificando qual a empresa ou a relagdo familiar). Pode haver mais
de um beneficidrio com conflitos de interesse para cada pergunta.

e Especifique o periodo em que o conflito de interesse se iniciou e cessou (més/ano).

® Em caso de conflito de interesse de cunho monetario, especifique o valor envolvido.

e Em caso de beneficio financeiro de cunho ndo monetario, por favor, estime um valor
aproximado.

e Em relacdo a beneficios monetarios pessoais, ndo serdo publicados os valores, apenas a
descricao do conflito. Caso haja alguma outra informacao que o esta impedido de declarar
ou que ndo gostaria que fosse levada a publico, informe nas questdes subsequentes.

e Na3o serdo publicados conflitos referentes a pessoas préximas a voceé.

CoD



Ha alguma informacdo que, devido a clausula de confidencialidade, ndo pode ser declarada neste
documento? Descreva a natureza da informagdo e o motivo de sua ndo declaragao.

R: Nao

Ha alguma informacdo que, devido a preservagao da sua privacidade, vocé nao deseja que seja
divulgada publicamente? Descreva a natureza da informagdo e o motivo para ndo ser levada a
publico.

R: Nao

DECLARAGAO:

Eu declaro ciéncia das definicées e dos termos-chave sobre conflitos de interesse.

Eu declaro ciéncia das questdes sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro a veracidade de todas as informacg6es por mim fornecidas neste documento.

® Eu concordo em atualizar todas as informag¢des declaradas ao longo do periodo de
desenvolvimento deste parecer.

® Eu estou ciente de que poderd haver busca ativa por meus potenciais conflitos de
interesse, e a nao declaragdo de conflitos relevantes pode resultar em minha exclusdo
como participante deste parecer.

® Eu concordo com a divulgacdo das informacgdes aqui contidas, exceto nas situagdes em

que declarei desejo de sigilo.

[ 01/02/2024

Assinatura



Nome: Raquel Vassdo Araujo

Instituicdo: Associagdo Cronicos do Dia a Dia

1. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
préximas a vocé* possuiram vinculo

L. . Sim[]
empregaticio ou participagdo no
conselho de administracdo de alguma
entidade, instituicdo comercial ou N3o

outra organizacdo que tenha
interesse no escopo deste
documento?

2. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
proximas a vocé* receberam
beneficio financeiro monetdrio de
alguma entidade, instituicdao
comercial ou outra organizagdo que Sim[]
tenha interesse no escopo deste
documento (como honorarios por
palestras, atividades de ensino, Nado
consultorias, pareceres técnicos ou
pericias judiciais), equivalente a um
valor de RS 1.000,00 ou mais (por
atividade ou por entidade, instituicdo
ou organizag¢do)?

3. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
préximas a vocé* receberam de uma
entidade, instituicdo ou outro érgio
com interesse no escopo deste
documento beneficios financeiros
ndo monetarios (como pagamento de
participagao em congressos,
despesas de viagem, presentes,
participagdo em eventos recreativos
tais como shows, jantares, etc.)
equivalentes a um valor de RS
1.000,00 ou mais?

Sim[]

4. Atualmente, vocé, pessoas proximas a
VOCé* ou a instituicdo a que vocé
esta vinculado possui propriedade
intelectual ou interesse financeiro
conflitante que possa ser afetado
pelos resultados deste documento,
tais como agdes, royalties ou patente,
independentemente do valor?

Sim[]

5. Nos ultimos trés anos, vocé, pessoas Sim ]
préximas a vocé* ou a instituicdo a
qual vocé estd vinculado recebeu
algum apoio de uma entidade, N3o
instituicdo ou outro 6rgao com
interesse no escopo deste
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documento (como financiamento
para fomento de projetos de
pesquisa, de extensdo ou de ensino,
equipamentos e insumos, tais como
reagentes, livros, equipamentos
especificos, apoio para publicagao ou
editoracdo de artigo, traducao,
pagamento de taxas de publicagdo,
etc.) com valor superior a RS
5.000,00?

6. A sua expertise ou convicgao
académica/profissional em algum
aspecto relacionado ao escopo deste
documento poderia comprometer
sua imparcialidade de julgamento
(como ter publicacdes sobre
determinado assunto que o tornaria
mais propenso a dar recomendagdes
favordveis a determinada
intervengdo)?

Sim[]

7. Vocé possui vinculo com alguém ou
alguma instituicdo cujos interesses
académicos possam ser afetados
pelas recomendacgdes resultantes
deste documento?

Sim[]

Nao

8. Vocé participa, direta ou indiretamente,
de algum grupo, como organizagdes
governamentais ou nao
governamentais, sociedades de
profissionais ou especialistas,
associagdo de pacientes, cujos
interesses possam ser afetados pelas
recomendacdes resultantes deste
documento?

SimX

9. Vocé considera que as recomendagoes
decorrentes deste documento
podem gerar beneficios académicos
futuros a vocé, pessoas proximas a
vocé* ou a instituicdo a que vocé
esta ligado (como aumento de
publica¢des ou citacées em trabalhos
cientificos, participacdo em
congresso, etc.)?

SimX

10.1. Vocé possui convicgdo religiosa,
politica, étnica ou outras crengas que
podem comprometer sua capacidade
de julgamento neste documento?

Sim[]

Nao

10.2. Caso tenha respondido “SIM” para a
questdo 10.1, vocé concorda em

Sim[]
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declarar essa informacéo ao
demandante deste documento?

de julgamento neste documento?

10.3. Caso tenha respondido “SIM” para a SimLJ
questdo 10.2, vocé concorda em N3o
tornar publica essa informagdo? i

11. Ha algum outro fato ou situagdo que SimL]
possa interferir na sua imparcialidade N3o

Por favor, caso vocé tenha respondido “SIM” para alguma das questoes anteriores, preencha

0s campos a seguir com as seguintes informacgoes:

e Especifique quem possui o potencial conflito de interesse é vocé, alguma pessoa préxima

e/ou sua instituicdo (especificando qual a empresa ou a relacdo familiar). Pode haver mais

de um beneficidrio com conflitos de interesse para cada pergunta.

e Especifique o periodo em que o conflito de interesse se iniciou e cessou (més/ano).

® Em caso de conflito de interesse de cunho monetario, especifique o valor envolvido.

® Em caso de beneficio financeiro de cunho ndao monetario, por favor, estime um valor

aproximado.

e Em relacdo a beneficios monetarios pessoais, ndo serdo publicados os valores, apenas a

descricdo do conflito. Caso haja alguma outra informacdo que o esta impedido de declarar

ou que ndo gostaria que fosse levada a publico, informe nas questdes subsequentes.

o Nao serdo publicados conflitos referentes a pessoas préximas a vocé.

Horizonte, com atendimento direto a
pessoas com suspeita e com
NEUROMIELITE OPTICA. A
disponibilizagdo do teste pelo SUS
certamente aumentara o nimero de
pacientes diagnosticados e aumentar
0 numeros e pacientes cadastrados

Questao Descrigao do conflito Beneficiario Valor Periodo
8 Participo da associa¢do Cronicos do Eu impossivel a partir da
Dia a Dia e trabalho no Centro de calcular disponibilizagdo
referéncia da Santa Casa de Belo do teste




na associacdo e atendidos no centro
de referéncia

9 tanto no meu trabalho da associagdo Eu’ impossivel a partir da
de pacientes Cronicos do Dia a Dia calcular disponibilizagdo
quanto na Santa Casa de Belo do teste

Horizonte, ao ter maior nimero de
pacientes testados e potencialmente
diagnosticados com DENMO, pode
haver maior facilidade de publicacdo
de dados e nimeros, com aumento
de publicagGes e citagGes em
potencial, para ambas institui¢Ges.

Ha alguma informagdo que, devido a cldusula de confidencialidade, ndo pode ser declarada neste

documento? Descreva a natureza da informagéo e o motivo de sua ndo declaragdo.

N3o.

Ha alguma informac&o que, devido a preservacdo da sua privacidade, vocé ndo deseja que seja
divulgada publicamente? Descreva a natureza da informagdo e o motivo para nao ser levada a
publico.

N3o.

DECLARAGAO:

Eu declaro ciéncia das defini¢cGes e dos termos-chave sobre conflitos de interesse.

Eu declaro ciéncia das questdes sobre conflitos de interesse.

Eu declaro a veracidade de todas as informagdes por mim fornecidas neste documento.

Eu concordo em atualizar todas as informac¢Oes declaradas ao longo do periodo de
desenvolvimento deste parecer.

Eu estou ciente de que poderd haver busca ativa por meus potenciais conflitos de
interesse, e a ndo declaracdo de conflitos relevantes pode resultar em minha exclusao
como participante deste parecer.

Eu concordo com a divulgacdo das informag¢des aqui contidas, exceto nas situacbes em

gue declarei desejo de sigilo.

27 de agosto de 2024.




Rk o v

Assinatura

Nome: Gustavo San Martin Elexpe Cardoso

Instituicdo: Associagdo Cronicos do Dia a Dia

1. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
préximas a vocé* possuiram vinculo
empregaticio ou participagdo no
conselho de administragao de alguma
entidade, instituicdo comercial ou
outra organizagdo que tenha
interesse no escopo deste
documento?

Sim[]

2. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
proximas a vocé* receberam
beneficio financeiro monetario de
alguma entidade, instituicdao
comercial ou outra organizagdo que
tenha interesse no escopo deste
documento (como honorarios por
palestras, atividades de ensino,
consultorias, pareceres técnicos ou
pericias judiciais), equivalente a um
valor de RS 1.000,00 ou mais (por
atividade ou por entidade, instituicdo
ou organizagdo)?

Sim[]

3. Nos ultimos trés anos, vocé ou pessoas
proximas a vocé* receberam de uma
entidade, instituicdo ou outro érgao
com interesse no escopo deste
documento beneficios financeiros
ndo monetarios (como pagamento de
participagdo em congressos,
despesas de viagem, presentes,
participagdo em eventos recreativos
tais como shows, jantares, etc.)
equivalentes a um valor de RS
1.000,00 ou mais?

Sim[]

4. Atualmente, vocé, pessoas proximas a
vocé* ou a instituicdo a que vocé
esta vinculado possui propriedade
intelectual ou interesse financeiro
conflitante que possa ser afetado
pelos resultados deste documento,
tais como agOes, royalties ou patente,
independentemente do valor?

Sim[]
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5. Nos ultimos trés anos, vocé, pessoas
proximas a vocé* ou a instituicdo a
qual vocé estd vinculado recebeu
algum apoio de uma entidade,
instituicdo ou outro 6rgdao com
interesse no escopo deste
documento (como financiamento
para fomento de projetos de
pesquisa, de extensdo ou de ensino,
equipamentos e insumos, tais como
reagentes, livros, equipamentos
especificos, apoio para publicagao ou
editoragdo de artigo, tradugao,
pagamento de taxas de publicagao,
etc.) com valor superior a RS
5.000,00?

Sim[]

6. A sua expertise ou convicgao
académica/profissional em algum
aspecto relacionado ao escopo deste
documento poderia comprometer
sua imparcialidade de julgamento
(como ter publicages sobre
determinado assunto que o tornaria
mais propenso a dar recomendagdes
favoraveis a determinada
intervencgdo)?

Sim[]

7. Vocé possui vinculo com alguém ou
alguma instituicdo cujos interesses Sim[]
académicos possam ser afetados N3o
pelas recomendacgdes resultantes
deste documento?

8. Vocé participa, direta ou indiretamente,
de algum grupo, como organizacoes
governamentais ou nao SimKX
governamentais, sociedades de
profissionais ou especialistas,
associagdo de pacientes, cujos Nao
interesses possam ser afetados pelas
recomendagdes resultantes deste
documento?

9. Vocé considera que as recomendagoes
decorrentes deste documento
podem gerar beneficios académicos SimX
futuros a vocé, pessoas proximas a
vocé* ou a instituicdo a que vocé
estd ligado (como aumento de Nao
publicacdes ou citagcdes em trabalhos
cientificos, participacdo em
congresso, etc.)?

10.1. Vocé possui convicgao religiosa, S|
politica, étnica ou outras crencas que
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podem comprometer sua capacidade Nao

de julgamento neste documento? D
10.2. Caso tenha respondido “SIM” para a SimC]

questdo 10.1, vocé concorda em .

declarar essa informag3o ao Nao

demandante deste documento? [
10.3. Caso tenha respondido “SIM” para a Sim[]

questdo 10.2, vocé concorda em N3o

tornar publica essa informagdo? I
11. Ha algum outro fato ou situagdo que SimLJ

possa interferir na sua imparcialidade N3o

de julgamento neste documento? 0

Por favor, caso vocé tenha respondido “SIM” para alguma das questdes anteriores, preencha

0s campos a seguir com as seguintes informacgodes:

e Especifique quem possui o potencial conflito de interesse é vocé, alguma pessoa proxima
e/ou sua instituicdo (especificando qual a empresa ou a relagdo familiar). Pode haver mais
de um beneficidrio com conflitos de interesse para cada pergunta.

e Especifique o periodo em que o conflito de interesse se iniciou e cessou (més/ano).

® Em caso de conflito de interesse de cunho monetario, especifique o valor envolvido.

® Em caso de beneficio financeiro de cunho ndo monetario, por favor, estime um valor
aproximado.

e Em relacdo a beneficios monetdrios pessoais, ndo serdo publicados os valores, apenas a
descricdo do conflito. Caso haja alguma outra informacgdo que o estd impedido de declarar
ou que ndo gostaria que fosse levada a publico, informe nas questGes subsequentes.

e Na3o serdo publicados conflitos referentes a pessoas préximas a vocé.

Questao Descrigao do conflito Beneficiario Valor Periodo
8 Participo da associagdo Cronicos do Eu impossivel a partir da
Dia a Dia que também representar calcular disponibilizacao
os interesses de pessoas com do teste

NEUROMIELITE OPTICA. A
disponibilizagdo do teste pelo SUS
certamente aumentara o nimero de
pacientes diagnosticados e aumentar




0 numeros e pacientes cadastrados
na associagao

9 No meu trabalho da associagdo de Eu’ impossivel a partir da
pacientes Cronicos do Dia a Dia, ao calcular disponibilizagdo
ter maior nimero de pacientes do teste

testados e potencialmente
diagnosticados com DENMO, pode
haver maior facilidade de publicacdo
de dados e nimeros, com aumento
de publicagGes e citagGes em
potencial.

Ha alguma informagdo que, devido a cldusula de confidencialidade, ndo pode ser declarada neste
documento? Descreva a natureza da informag¢do e o motivo de sua ndo declaragdo.

Nao.

Ha alguma informacdo que, devido a preservagao da sua privacidade, vocé ndo deseja que seja
divulgada publicamente? Descreva a natureza da informagdo e o motivo para n3o ser levada a
publico.

N3o.

DECLARAGAO:

Eu declaro ciéncia das definicGes e dos termos-chave sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro ciéncia das questdes sobre conflitos de interesse.

e Eu declaro a veracidade de todas as informag&es por mim fornecidas neste documento.

® Eu concordo em atualizar todas as informagdes declaradas ao longo do periodo de
desenvolvimento deste parecer.

e FEu estou ciente de que poderd haver busca ativa por meus potenciais conflitos de
interesse, e a ndo declaracdo de conflitos relevantes pode resultar em minha exclusdo
como participante deste parecer.

® Eu concordo com a divulgacdao das informacdes aqui contidas, exceto nas situacbes em

gue declarei desejo de sigilo.

27/08/2024.







