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Identificar o desenvolvimento de anticorpos é vital para que o programa de tratamento da hemofilia possa oferecer 
cuidados médicos adequados (Peyvandi et al, 2016; Srivastava et al, 2020). No contexto da hemofilia, os inibidores 
são anticorpos IgG policlonais contra FVIII ou FIX e principalmente da subclasse IgG4 de alta afinidade (Montalvão 
et al, 2015). Os inibidores neutralizam o concentrado de fator administrado ao paciente, dificultando a prevenção e o 
tratamento de sangramentos (Pratt et al, 2021). O surgimento de inibidores é resultado de um processo de múltiplas 
etapas que envolve determinantes ambientais e genéticos. Na hemofilia A grave, inibidores de FVIII se formam em 
aproximadamente 30% dos pacientes, geralmente durante os primeiros 20–30 dias de exposição. Na hemofilia B 
grave, a incidência cumulativa de desenvolvimento de inibidores é menor do que na hemofilia A grave e chega a 
4%–5% 9 a 11 dias após a exposição (Ljung et al, 2019). O tratamento de sangramento agudo em pacientes com 
inibidores depende do título do inibidor. Pacientes com baixa título de inibidor (<5 UB/mL) podem ser tratados com 
terapia de reposição padrão, concentrado de fator, embora sejam necessárias doses mais altas para anular os efeitos 
neutralizantes do inibidor. Para pacientes com inibidores de alto título (>5 UB/mL), as únicas terapias eficazes para tratar 
o sangramento são os agentes de bypass (Ljung et al, 2019). Os três agentes de bypass disponíveis usados na hemofilia 
A e B são (1) concentrado de complexo de protrombina ativado (aPCC), (2) duas formas de FVII ativado recombinante 
(rFVIIa) e (3) FVIII suíno recombinante. Medicamentos hemostáticos recentemente desenvolvidos, como anticorpos 
biespecíficos humanizados (por exemplo, emicizumabe), RNA de interferência (por exemplo, fitusiran) e agentes anti-
inibidor do fator tecidual (anti-TFPI), entre outros, estão disponíveis em alguns países para prevenir sangramentos. A 
indução de tolerância imunológica (ITI) é usada para erradicar inibidores e envolve injeções intravenosas frequentes 
de concentrado de fator ao longo de um período de meses. Na hemofilia A, a ITI é eficaz em cerca de 65 a 70% dos 
pacientes. O monitoramento do título do inibidor desses pacientes é essencial para avaliar e gerenciar o protocolo. A 
investigação laboratorial do inibidor deve ser realizada por meio do método de Bethesda modificado. Embora esse 
teste tenha alto CV, é o teste de referência utilizado para titular anticorpos inibitórios. Em alguns casos, triagem de 
inibidores utilizando o teste de TTPA pode ser realizada antes da titulação dos anticorpos. Contudo, em razão das 
limitações do teste, resultados negativos não devem ser usados para excluir a possível presença de um inibidor. Mais 
informações podem ser encontradas no capítulo 6 deste manual. Uma alternativa à triagem de anticorpos contra 
FVIII ou FIX é o uso de um teste imunológico. Diversos ensaios imunológicos foram estudados e, embora sejam mais 
sensíveis do que os testes funcionais, não diferenciam entre anticorpos inibitórios e não inibitórios e, portanto, ainda 
não são úteis na prática clínica para detectar ou monitorar inibidores funcionais. No entanto, estudos demonstraram 
que os anticorpos da subclasse IgG4 estão correlacionados com inibidores funcionais de FVIII e FIX (Awasthi et al, 
2022; Montalvão et al, 2015; Moorehead et al, 2015).

Diferentes Cinéticas de Anticorpos: diferentes cinéticas de anticorpos podem afetar a análise dos dados e, 
consequentemente, levar a interpretações errôneas. Quando os inibidores de FVIII ou FIX agem em um teste de inibição 
de forma dose-dependente, como inativando completamente o FVIII ou o FIX, esses inibidores são denominados 
inibidores do “Tipo I”. Inibidores que demonstram comportamento cinético mais complexo são geralmente chamados 
de inibidores do “Tipo II”, inativando o FVIII de forma incompleta. Os inibidores do tipo I geralmente se desenvolvem 
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em pacientes com hemofilia A ou B congênita em resposta ao concentrado de FVIII ou FIX, enquanto os inibidores 
do tipo II geralmente ocorrem em pacientes com hemofilia adquirida ou hemofilia A leve. Os inibidores do tipo I 
de FVIII são dependentes do tempo e da temperatura porque seu alvo, o FVIII, está complexado com sua proteína 
transportadora, o FVW. Os inibidores de FIX não são dependentes do tempo e da temperatura.

Amostras para Teste de Inibidores de FVIII/FIX: Coleta, Envio e Preparação:

Coleta e envio de amostras: as amostras para os ensaios de inibidores de FVIII e FIX são coletadas em citrato 
trissódico 3,2% (0,105–0,109 M), o mesmo tipo de amostra usado na maioria dos testes de coagulação. O sangue total 
citratado deve ser centrifugado em até 4 horas após a coleta de sangue, e a centrifugação deve ser de 1500 g por 15 
minutos. Amostras de plasma positivas para inibidores de FVIII e FIX, não sangue total, podem ser armazenadas em 
temperatura ambiente por 1 semana ou congeladas a -70°C e armazenadas por até 15 anos. É importante lembrar 
que, diferentemente dos procedimentos tradicionais de análise de coagulação, nesse tipo de amostra, é o anticorpo 
que deve ser preservado. Essa informação é muito útil para laboratórios que precisam enviar amostras para outro 
laboratório para teste, pois o transporte não depende de gelo seco.

Aquecimento das amostras: amostras de pacientes utilizadas para detecção de inibidores podem conter FVIII ou FIX 
exógeno devido a infusões recentes de concentrado de fator, como: (1) profilaxia, (2) tratamento de sangramento, (3) 
terapia de ITI ou (4) FVIII ou FIX endógeno se o teste for realizado em hemofilia leve ou moderada. A presença de 
FVIII ou FIX exógeno pode afetar significativamente a detecção de inibidores, com subestimação do título do inibidor 
e resultados falso-negativos (Batty et al, 2014; De Lima Montalvão et al, 2015). O aquecimento das amostras por 30 
minutos a 56°C dissocia o complexo antígeno-anticorpo e desnatura o fator. Para padronizar o teste, recomenda-se 
que todas as amostras de teste sejam sempre pré-aquecidas, mesmo que não se espere a presença de FVIII ou FIX 
exógeno. O procedimento de aquecimento deve ser seguido por uma etapa de centrifugação, de 2 minutos a 4000 
g, para remover os resíduos no plasma causados pelo aquecimento. Essa etapa de aquecimento das amostras para 
o teste de inibidores não foi avaliada em relação a todos os produtos disponíveis para tratamento de pacientes. 
Portanto, para cada produto de FVIII ou FIX molecularmente modificado, deve ser demonstrado se FVIII ou FIX residual 
se deteriora devido ao procedimento de aquecimento. Emicizumabe não é destruído pela etapa de pré-aquecimento, 
porém os inibidores de FVIII podem ser medidos na presença de emicizumabe usando o método cromogênico de FVIII 
bovino. Vale lembrar que alguns pacientes usam concentrado de fator e emicizumabe concomitantemente, por isso o 
tratamento térmico é necessário.

Diluição da amostra: para titular o inibidor, o teste deve ser realizado com várias diluições do plasma de teste. A 
maneira como o fator de diluição é selecionado não se limita a um número específico, pois depende do conhecimento 
do título anterior do inibidor.

Pool de Plasma Normal para Teste de Inibidor: para avaliar a atividade do inibidor na amostra de teste, é necessário 
apresentar uma fonte “externa” de FVIII ou FIX para esse inibidor. Essa fonte externa é baseada no pool de plasma 
normal, por isso é importante considerar que qualquer erro nesta etapa pode gerar resultados falso-positivos e falso-
negativos. Ao preparar um pool para teste de inibidor, a atividade de FVIII ou FIX deve ser medida e o desvio desse 
valor deve ser monitorado ao longo do período de armazenamento ou ao produzir um novo lote. Um pool de plasma 
normal deve ser usado para garantir que o nível de FVIII ou FIX esteja próximo de 1 UI/mL (100%). Um nível mais baixo 
de fator no pool de plasma normal pode resultar em superestimação do título do inibidor, enquanto um nível mais alto 
de fator pode resultar em subestimação do título do inibidor. Um desvio máximo de 5% de 1 UI/mL de FVIII ou FIX no 
pool de plasma normal é aceitável. A fonte externa de FVIII ou FIX pode ser produzida pela preparação do pool de 
plasma normal ou a partir de uma fonte comercial e pode ser congelada ou liofilizada. Um mínimo de 20 doadores é 
sugerido para obter plasma com nível de FVIII ou FIX próximo de 1 UI/mL. O FVIII é um fator de coagulação termolábil, 
o que significa que durante incubação de 2 horas a 37°C, haverá perda significativa da atividade de FVIII causada por 
uma alteração no pH. Para estabilizar o pH durante a incubação, o plasma normal usado deve ser tamponado. Isso 
pode ser feito usando tampão imidazol ou tampão HEPES.

Protocolo para o Teste de Inibidores de FVIII e FIX: em 1975, Kasper et al. descreveram um método para determinar 
inibidores de FVIII e FIX e, até hoje, esse ainda é o teste mais padronizado, conhecido como teste de Bethesda. 
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Em 1995, foi descrito o método Nijmegen, uma modificação do ensaio de Bethesda, com algumas diferenças: (1) a 
introdução de um pool tamponado para melhorar a estabilidade do FVIII durante a incubação, e (2) plasma deficiente 
em FVIII para uso na mistura de controle. Esse método Bethesda modificado foi recomendado pela International 
Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) [Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia] como método 
de referência para o teste de inibidor de FVIII (Verbruggen et al, 1995). O teste de inibidor é um método indireto e 
baseia-se no princípio da inativação do fator de coagulação de uma fonte externa conhecida pelo inibidor presente na 
amostra de teste durante um período de incubação. Uma unidade Bethesda é definida como a quantidade de inibidor 
que neutralizará 50% de uma unidade de FVIII adicionada em 2 horas a 37°C.

Reagentes e equipamentos:

•	 Tampão de diluição (parte 1)
•	 Tampão imidazol ou HEPES (abaixo)
•	 Pool de plasma normal (parte 2)
•	 Plasma deficiente em FVIII
•	 Cefalina (reagente de TTPA)
•	 Tubos plásticos

Tabela 22. Tampão imidazol ou HEPES

Tampão

Imidazol Misture 1 parte de tampão imidazol 4M com 39 partes de pool de plasma normal. Após a mistura, 
o pH deve ser ajustado para entre 7,3 e 7,5.

HEPES Misture 1 parte de tampão HEPES 1M com 9 partes de pool de plasma normal. Após a mistura, o 
pH deve ser ajustado para um valor entre 7,3 e 7,5.

Método: prepare diluições do plasma de teste em tubos plásticos até um volume final de 0,2 mL usando o tampão 
de diluição. As diluições necessárias para cada paciente podem variar. Um ponto de partida sugerido seria começar 
com uma amostra não diluída e depois realizar diluições de 1/2, 1/4, 1/8, etc.

Observação: se o paciente já tiver realizado um ensaio de inibidor, o nível pode fornecer uma indicação aproximada 
de quais diluições devem ser utilizadas. Pipete 0,2 mL de plasma deficiente em FVIII para outro tubo plástico. Este 
servirá como tubo de controle.

Observação: no ensaio de Bethesda original, tampão imidazol foi usado para preparar uma mistura de controle 
com o pool de plasma normal. No ensaio de Nijmegen, o tampão imidazol é substituído por plasma deficiente em 
FVIII. Algumas diferenças foram observadas entre o uso de plasma deficiente em fator imunodepletado, plasma 
quimicamente depletado e plasma congenitamente deficiente. Essas diferenças podem ser causadas pela ausência 
ou presença de FVW no plasma, presença de anticorpos ou presença de fragmentos de FVIII. Como o FVW está 
presente no pool de plasma normal, não é necessário que o diluente da mistura de controle também contenha FVW 
e, para reduzir custos, o plasma deficiente em fator pode ser substituído por albumina sérica bovina (BSA) a 4%. A 
BSA tamponada a 4% é um substituto confiável e econômico para plasma de FVIII ou FIX e favorece a padronização 
do método.

	9 Adicione 0,2 mL de pool de plasma normal tamponado ao tubo de controle e às diluições de plasma de 
teste. O nível de FVIII de todos os tubos será de aproximadamente 0,5 UI/mL. Isso significa que o pool de 
plasma normal tamponado contém 1 UI/mL de FVIII.

	9 Tampe, misture e incube todos os tubos a 37°C por 2 horas.
	9 Após 2 horas, transfira todos os tubos para um banho de gelo, a menos que o ensaio de FVIII seja 
realizado imediatamente.

	9 Realize o teste de FVIII em todas as misturas de incubação usando o método habitual de ensaio de FVIII, 
método de um estágio ou método cromogênico (Parte 6).

	9 Leia o FVIII residual de cada mistura de teste, usando o controle como 100% (0,5 UI/mL).
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Figura 8. Procedimentos do ensaio de inibidor

Resultados e interpretação: a diluição que fornece FVIII residual mais próximo de 50%, mas dentro da faixa de 
25% a 75%, é escolhida para o cálculo do inibidor. Qualquer FVIII residual <25% ou >75% não deve ser usado 
nos cálculos do nível de inibidor. Um gráfico de % de FVIII residual versus unidades de inibidor pode ser feito em 
papel log-log a partir da definição da unidade de inibidor. Leia o nível de inibidor correspondente ao FVIII residual 
para cada mistura de teste e corrija a diluição. Por exemplo, se o valor mais próximo de 50% do fator residual foi 
constatado na diluição de 1/4 (ou seja, na mistura 1/4 + pool normal), o resultado, que será próximo de 1 Unidade 
Bethesda (UB), deve ser multiplicado por 4.

	9 Diluição de 1/4 + pool normal
	9 FVIII residual = 50%
	9 Unidade de inibidor (do gráfico) = 1 UB
	9 Multiplicação pelo fator de diluição (1/4) = 4 UB

Observação: o ensaio de inibidor baseia-se na determinação do FVIII ou FIX residual da mistura de plasma de teste 
e controle previamente incubada. Os ensaios de Bethesda e Nijmegen foram desenvolvidos utilizando um ensaio de 
fator de coagulação de um estágio. No entanto, o teste de inibidores por meio desse ensaio apresenta limitações. 
A formação de coágulo neste teste pode ser afetada, por exemplo, pelo anticoagulante lúpico (inibidores não 
específicos da coagulação) e por medicamentos como o emicizumabe. Uma alternativa para evitar esses problemas 
é o uso de um método cromogênico. Outra vantagem do uso de um método cromogênico em vez de um ensaio de 
coagulação é a maior exatidão dos resultados. Uma amostra de paciente não diluída com atividade residual >75% 
pode ser relatada como <0,4 UB/mL. Para inibidores de FVIII, o Comitê Científico e de Padronização (SSC) da ISTH 
recomenda considerar um resultado ≥0,6 UB/mL como positivo. Além da curva de calibração, o título do inibidor 
pode ser calculado usando a fórmula: (2-log %RA)/0,301. No caso de um inibidor do tipo I, a curva do plasma de 
teste de um paciente mostra paralelismo com a curva de calibração. Não paralelismo com a curva de calibração 
indica um padrão de inibidor do tipo II com cinética diferente. Para inibidores com cinética tipo II, use a menor 
diluição que se aproxime de 50% da atividade residual para o cálculo final do título do inibidor.

Ensaio de inibidor de fator

Parte 1

Parte 2

56ºC 30 minutos
4000 g 2 minutos

fator exógeno desnaturado

Diluições da amostra: 
1/2; 1/4; 1/8

Plasma de paciente

Mistura de teste
Incubação a 37ºC
FVIII: 2 horas
FIX: 15 minutos

Pool de plasma normal Amostra de controle 

anticorpos livres do teste

Mistura de controle

Cálculo do título do inibidorMedição de fator
-Um estágio
-Cromogênico
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Porcine Anti-FVIIII

The method for porcine FVIII inhibitors is essentially the same as for human 
inhibitors, except in the source of FVIII. This should be of porcine origin, 
but to date a reliable source of plasma porcine FVIII is not widely available. 
Therefore, porcine concentrate diluted in hemophilic plasma (human) to a 
concentration of 1 U/ml is used.

Note: If the residual FVIII is between 80% and 100% for a sample that was incubated 
undiluted with the porcine concentrate, it is interpreted as no inhibitor being present. 
Although plasma-derived porcine FVIII is not currently in use, a recombinant porcine 
FVIII concentrate is under development at the time of writing.

Figure 34.1. Relationship between residual FVIII and inhibitor titre
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Figura 9. Cálculo de atividade de fator residual

Observações: os inibidores funcionais da hemostasia mais frequentemente encontrados são os anticoagulantes 
lúpicos, que não são direcionados contra fatores de coagulação específicos e cuja presença deve ser excluída 
antes da realização de testes para inibidores de fatores específicos. A quantificação do título do inibidor é realizada 
em laboratório, preferivelmente por meio do ensaio de Bethesda modificado por Nijmegen Bethesda, pois 
essa modificação oferece maior especificidade e sensibilidade em comparação ao ensaio de Bethesda original. 
Resultados positivos para inibidor de FVIII abaixo de 2,0 UB podem ser confirmados com o método cromogênico, 
que apresenta menor interferência analítica e maior exatidão em comparação ao método de um estágio. O método 
cromogênico também é a melhor opção se houver suspeita de anticoagulantes lúpicos na amostra de teste ou se 
a amostra contiver anticoagulantes terapêuticos, como heparina ou inibidores diretos de FXa ou FIIa. Anticorpos 
anti-FVIII não neutralizantes que não são detectados pelo ensaio de Nijmegen-Bethesda podem ser clinicamente 
relevantes, pois podem aumentar o clearance de FVIII e podem ser medidos por ELISA.

Ensaios de Inibidores do Fator de von Willebrand: a DVW é considerada o distúrbio hemorrágico hereditário 
mais comum conhecido em humanos, com prevalência populacional de 1% e prevalência sintomática de 1 em 
1000 (Bowman et al, 2010). As opções de tratamento incluem a infusão de concentrados de FVW, que geralmente 
também contêm FVIII, administrados para prevenir ou tratar episódios hemorrágicos. Aloanticorpos contra FVW 
apresentam prevalência entre 7 e 9,5% (James et al, 2013; Pagliari et al, 2023). Nesses casos, o tratamento com 
concentrados de FVW é ineficaz, e episódios de anafilaxia foram relatados com exposição subsequente ao FVW 
(James et al, 2013). Como já sabemos, a deficiência de FVW pode ser explicada por diferentes mecanismos 
resultantes dos tipos de defeitos genéticos identificados. Essa variabilidade de defeitos genéticos contribui 
para uma heterogeneidade de inibidores que têm como alvo diferentes epítopos da molécula de FVW. Por 
esse motivo, a detecção laboratorial desses anticorpos é desafiadora (Connell et al, 2021; Miller, 2021; Sarji et 
al, 1974). Em 1974, Sarji et al (1974) relataram pela primeira vez um caso de aloanticorpo contra FVW em um 
paciente politransfundido. O inibidor de FVW foi medido usando um método análogo ao método de Bethesda 
para inibidores de FVIII (Sarji et al, 1974). Embora não haja padronização na identificação de inibidores de FVW, 
o método de Bethesda tem sido utilizado pela maioria dos laboratórios (Favaloro et al, 2022), com a diferença de 
utilizar métodos que avaliam a atividade do FVW em vez do teste de FVIII ou FIX. Atualmente, existem diferentes 
tipos de métodos disponíveis para detecção da atividade do FVW, com diferentes sensibilidades e especificidades, 
por isso é importante considerar que essa variabilidade de métodos influencia a sensibilidade e a especificidade 
da detecção desses inibidores (Favaloro et al, 2022). Os anticorpos contra FVW não têm a característica de serem 
dependentes do tempo e da temperatura, podendo ser avaliados imediatamente após o teste de mistura (Sarji 
et al, 1974). O método clássico do cofator de ristocetina, que avalia a interação do FVW com plaquetas fixadas 
na presença de ristocetina, assim como o método de avaliação de colágeno e o método de ganho de função, 
são opções que já foram avaliadas e demonstraram ser métodos com boa sensibilidade e estabilidade, apesar 
de apresentarem resultados diferentes conforme discutido acima. Outros métodos disponíveis ainda não foram 
avaliados para esse tipo de investigação. Métodos imunológicos também foram descritos e detectam anticorpos 
neutralizantes e não neutralizantes. Em relação ao desenvolvimento de autoanticorpos que caracterizam a DVW 
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adquirida, pacientes com neoplasias mieloproliferativas (NMPs) são um subgrupo que apresenta complicações 
hemorrágicas relacionadas à atividade do FVW. Resultados falsos são observados em amostras de pacientes com 
NMPs, dependendo da tecnologia aplicada. A investigação laboratorial de inibidores de FVW caracterizados 
por aloanticorpos e autoanticorpos deve ser realizada com cautela, tendo em vista as diferentes possibilidades 
metodológicas. O desempenho de todos os métodos modernos atualmente disponíveis ainda não está claro 
(Noye et al, 2024; Favaloro et al, 2022).

Anticorpo Antidroga (ADA) no Laboratório de Coagulação - Emicizumabe: emicizumabe é um anticorpo 
biespecífico que se liga a FIX/FIXa e FX/FXa humanos e age como mimético da função do FVIII. No entanto, não é 
regulado pelos mecanismos que regulam o FVIII (Mahlangu et al, 2018, Mahlangu et al, 2022). O teste de triagem de 
TTPA é consideravelmente reduzido pelo emicizumabe (ou seja, abaixo da faixa de referência, independentemente 
dos reagentes utilizados). Emicizumabe afeta todos os testes e ensaios laboratoriais baseados em TTPA. Emicizumabe 
também interfere nos ensaios cromogênicos que medem FVIII usando FIXa e FX humanos, mas não naqueles que 
usam FIXa e FX de origem bovina (Bowyer et al, 2021; Jenkins et al, 2020). Emicizumabe pode ser medido e 
relatado em μg/mL por meio de ensaio de um estágio modificado com maior diluição de amostra e calibrado com 
calibradores específicos para emicizumabe. Anticorpos antidroga (ADAs) podem se desenvolver após uma dose 
única ou administração repetida de uma proteína terapêutica e podem afetar a farmacocinética, a farmacodinâmica, 
a eficácia e/ou a segurança dessa proteína terapêutica. Estudos que avaliam as características de ADA em pacientes 
tratados com emicizumabe mostram que o teste de TTPA pode ser prolongado em conjunto com episódios 
hemorrágicos na presença de anticorpos com ação neutralizante (Novembrino et al, 2023; Valsecchi et al, 2021). 
Nesse caso, quando o nível de emicizumabe foi medido, mostrou redução significativa. A atividade neutralizante 
desses anticorpos não foi claramente identificada em métodos funcionais, mesmo no ensaio de Bethesda modificado 
(Kaneda et al, 2021). O nível da unidade Bethesda identificada parece ser menor do que o esperado em comparação 
ao teste que mede o nível de emicizumabe. O papel dos testes funcionais para ADA ainda não foi estabelecido, mas 
eles podem ser complementares à medição do nível plasmático do medicamento nesses casos. A WFH recomenda 
a medição dos níveis de emicizumabe por meio de ensaio de um estágio modificado com maior diluição da amostra 
e calibrado com calibradores específicos para emicizumabe (Srivastava et al, 2020).
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