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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
sdo anticorpos IgG policlonais contra FVIIl ou FIX e principalmente da subclasse IgG4 de alta afinidade (Montalvao
etal, 2015). Os inibidores neutralizam o concentrado de fator administrado ao paciente, dificultando a prevencgéo e o
tratamento de sangramentos (Pratt et al, 2021). O surgimento de inibidores ¢ resultado de um processo de mdltiplas
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 exposi¢do. Na hemofilia B
grave, a incidéncia cumulativa de desenvolvimento de inibidores é menor do que na hemofilia A grave e chega a
4%-5% 9 a 11 dias apos a exposi¢do (Ljung et al, 2019). O tratamento de sangramento agudo em pacientes com
inibidores depende do titulo do inibidor. Pacientes com baixa titulo de inibidor (<5 UB/mL) podem ser tratados com
terapia de reposi¢do padréo, concentrado de fator, embora sejam necessarias doses mais altas para anular os efeitos
neutralizantes do inibidor. Para pacientes com inibidores de alto titulo (>5 UB/mL), as Unicas terapias eficazes para tratar
o sangramento s&o os agentes de bypass (Ljung et al, 2019). Os trés agentes de bypass disponiveis usados na hemofilia
A e B s&o (1) concentrado de complexo de protrombina ativado (aPCC), (2) duas formas de FVII ativado recombinante
(rFVlla) e (3) FVIII suino recombinante. Medicamentos hemostaticos recentemente desenvolvidos, como anticorpos
biespecificos humanizados (por exemplo, emicizumabe), RNA de interferéncia (por exemplo, fitusiran) e agentes anti-
inibidor do fator tecidual (anti-TFPI), entre outros, estdo disponiveis em alguns paises para prevenir sangramentos. A
indugdo de tolerancia imunolégica (ITl) é usada para erradicar inibidores e envolve inje¢des intravenosas frequentes
de concentrado de fator ao longo de um periodo de meses. Na hemofilia A, a ITl é eficaz em cerca de 65 a 70% dos
pacientes. O monitoramento do titulo do inibidor desses pacientes é essencial para avaliar e gerenciar o protocolo. A
investigagdo laboratorial do inibidor deve ser realizada por meio do método de Bethesda modificado. Embora esse
teste tenha alto CV, é o teste de referéncia utilizado para titular anticorpos inibitérios. Em alguns casos, triagem de
inibidores utilizando o teste de TTPA pode ser realizada antes da titulagdo dos anticorpos. Contudo, em razdo das
limitagdes do teste, resultados negativos ndo devem ser usados para excluir a possivel presenca de um inibidor. Mais
informagdes podem ser encontradas no capitulo 6 deste manual. Uma alternativa a triagem de anticorpos contra
FVIII ou FIX é o uso de um teste imunoldgico. Diversos ensaios imunolégicos foram estudados e, embora sejam mais
sensiveis do que os testes funcionais, ndo diferenciam entre anticorpos inibitérios e ndo inibitérios e, portanto, ainda
ndo sdo Uteis na prética clinica para detectar ou monitorar inibidores funcionais. No entanto, estudos demonstraram
que os anticorpos da subclasse IgG4 estdo correlacionados com inibidores funcionais de FVIII e FIX (Awasthi et al,
2022; Montalvao et al, 2015; Moorehead et al, 2015).

Diferentes Cinéticas de Anticorpos: diferentes cinéticas de anticorpos podem afetar a andlise dos dados e,
consequentemente, levar a interpretagdes erréneas. Quando os inibidores de FVIII ou FIX agem em um teste de inibigdo
de forma dose-dependente, como inativando completamente o FVIIl ou o FIX, esses inibidores sdo denominados
inibidores do “Tipo |". Inibidores que demonstram comportamento cinético mais complexo sdo geralmente chamados
de inibidores do “Tipo II”, inativando o FVIII de forma incompleta. Os inibidores do tipo | geralmente se desenvolvem
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em pacientes com hemofilia A ou B congénita em resposta ao concentrado de FVIII ou FIX, enquanto os inibidores
do tipo Il geralmente ocorrem em pacientes com hemofilia adquirida ou hemofilia A leve. Os inibidores do tipo |
de FVIII sdo dependentes do tempo e da temperatura porque seu alvo, o FVIII, estd complexado com sua proteina
transportadora, o FVW. Os inibidores de FIX ndo sdo dependentes do tempo e da temperatura.

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

Coleta e envio de amostras: as amostras para os ensaios de inibidores de FVIIl e FIX sdo coletadas em citrato
trissédico 3,2% (0,105-0,109 M), o mesmo tipo de amostra usado na maioria dos testes de coagulagdo. O sangue total
citratado deve ser centrifugado em até 4 horas apds a coleta de sangue, e a centrifugagédo deve ser de 1500 g por 15
minutos. Amostras de plasma positivas para inibidores de FVIII e FIX, ndo sangue total, podem ser armazenadas em
temperatura ambiente por 1 semana ou congeladas a -70°C e armazenadas por até 15 anos. E importante lembrar
que, diferentemente dos procedimentos tradicionais de anélise de coagulagéo, nesse tipo de amostra, é o anticorpo
que deve ser preservado. Essa informagdo é muito Util para laboratérios que precisam enviar amostras para outro
laboratério para teste, pois o transporte ndo depende de gelo seco.

Aquecimento das amostras: amostras de pacientes utilizadas para detecgdo de inibidores podem conter FVIII ou FIX
exdgeno devido a infusdes recentes de concentrado de fator, como: (1) profilaxia, (2) tratamento de sangramento, (3)
terapia de [Tl ou (4) FVIIl ou FIX enddégeno se o teste for realizado em hemofilia leve ou moderada. A presenca de
FVIIl ou FIX exégeno pode afetar significativamente a detecgdo de inibidores, com subestimagao do titulo do inibidor
e resultados falso-negativos (Batty et al, 2014; De Lima Montalvéo et al, 2015). O aquecimento das amostras por 30
minutos a 56°C dissocia o complexo antigeno-anticorpo e desnatura o fator. Para padronizar o teste, recomenda-se
que todas as amostras de teste sejam sempre pré-aquecidas, mesmo que néo se espere a presenga de FVIII ou FIX
exégeno. O procedimento de aquecimento deve ser seguido por uma etapa de centrifugagdo, de 2 minutos a 4000
g, para remover os residuos no plasma causados pelo aquecimento. Essa etapa de aquecimento das amostras para
o teste de inibidores ndo foi avaliada em relagéo a todos os produtos disponiveis para tratamento de pacientes.
Portanto, para cada produto de FVIIl ou FIX molecularmente modificado, deve ser demonstrado se FVIII ou FIX residual
se deteriora devido ao procedimento de aquecimento. Emicizumabe néo é destruido pela etapa de pré-aquecimento,
porém os inibidores de FVIIl podem ser medidos na presenga de emicizumabe usando o método cromogénico de FVIII
bovino. Vale lembrar que alguns pacientes usam concentrado de fator e emicizumabe concomitantemente, por isso o
tratamento térmico é necessario.

Diluicdo da amostra: para titular o inibidor, o teste deve ser realizado com varias diluigdes do plasma de teste. A
maneira como o fator de diluigdo é selecionado n&o se limita a um niimero especifico, pois depende do conhecimento
do titulo anterior do inibidor.

Pool de Plasma Normal para Teste de Inibidor: para avaliar a atividade do inibidor na amostra de teste, é necessario
apresentar uma fonte “externa” de FVIIl 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 periodo de armazenamento ou ao produzir um novo lote. Um pool de plasma
normal deve ser usado para garantir que o nivel de FVIIl ou FIX esteja préximo de 1 UI/mL (100%). Um nivel mais baixo
de fator no pool de plasma normal pode resultar em superestimagao do titulo do inibidor, enquanto um nivel mais alto
de fator pode resultar em subestimagao do titulo do inibidor. Um desvio maximo de 5% de 1 Ul/mL de FVIIl ou FIX no
pool de plasma normal é aceitével. A fonte externa de FVIIl ou FIX pode ser produzida pela preparagdo do pool de
plasma normal ou a partir de uma fonte comercial e pode ser congelada ou liofilizada. Um minimo de 20 doadores é
sugerido para obter plasma com nivel de FVIIl ou FIX préximo de 1 UI/mL. O FVIII é um fator de coagulagéo termolabil,
o que significa que durante incubagéo de 2 horas a 37°C, havera perda significativa da atividade de FVIII causada por
uma alteragdo no pH. Para estabilizar o pH durante a incubagdo, o plasma normal usado deve ser tamponado. Isso
pode ser feito usando tampao imidazol ou tamp&o HEPES.

Protocolo para o Teste de Inibidores de FVIIl e FIX: em 1975, Kasper et al. descreveram um método para determinar
inibidores de FVIIl 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 modificagdo do ensaio de Bethesda, com algumas diferencas: (1) a
introdugdo de um pool tamponado para melhorar a estabilidade do FVIII durante a incubagéo, 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 referéncia para o teste de inibidor de FVIII (Verbruggen et al, 1995). O teste de inibidor é um método indireto e
baseia-se no principio da inativagdo do fator de coagulagdo de uma fonte externa conhecida pelo inibidor presente na
amostra de teste durante um periodo de incubagdo. Uma unidade Bethesda é definida como a quantidade de inibidor
que neutralizard 50% de uma unidade de FVIIl adicionada em 2 horas a 37°C.

Reagentes e equipamentos:

Tampéo de dilui¢do (parte 1)
Tampé&o imidazol ou HEPES (abaixo)
Pool de plasma normal (parte 2)

Plasma deficiente em FVIII
Cefalina (reagente de TTPA)
Tubos plasticos

Tabela 22. Tampé&o imidazol ou HEPES

Tampao

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

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

Método: prepare diluigdes do plasma de teste em tubos plasticos até um volume final de 0,2 mL usando o tampéo
de diluigdo. As diluigdes necessérias para cada paciente podem variar. Um ponto de partida sugerido seria comegar
com uma amostra ndo diluida e depois realizar diluigdes de 1/2, 1/4, 1/8, etc.

Observacao: se o paciente ja tiver realizado um ensaio de inibidor, o nivel pode fornecer uma indicagdo aproximada
de quais diluigdes devem ser utilizadas. Pipete 0,2 mL de plasma deficiente em FVIII para outro tubo plastico. Este
servird como tubo de controle.

Observagao: no ensaio de Bethesda original, tampao imidazol foi usado para preparar uma mistura de controle
com o pool de plasma normal. No ensaio de Nijmegen, o tampao imidazol é substituido por plasma deficiente em
FVIII. Algumas diferengas foram observadas entre o uso de plasma deficiente em fator imunodepletado, plasma
quimicamente depletado e plasma congenitamente deficiente. Essas diferengas podem ser causadas pela auséncia
ou presencga de FVW no plasma, presenga de anticorpos ou presenca de fragmentos de FVIIl. Como o FVW estd
presente no pool de plasma normal, ndo é necessério que o diluente da mistura de controle também contenha FVYW
e, para reduzir custos, o plasma deficiente em fator pode ser substituido por albumina sérica bovina (BSA) a 4%. A
BSA tamponada a 4% é um substituto confidvel e econémico para plasma de FVIII ou FIX e favorece a padronizagéo
do método.

v Adicione 0,2 mL de pool de plasma normal tamponado ao tubo de controle e as diluigdes de plasma de
teste. O nivel de FVIII de todos os tubos serad de aproximadamente 0,5 Ul/mL. Isso significa que o pool de
plasma normal tamponado contém 1 Ul/mL de FVIII.

v Tampe, misture e incube todos os tubos a 37°C por 2 horas.

v Apés 2 horas, transfira todos os tubos para um banho de gelo, a menos que o ensaio de FVIII seja
realizado imediatamente.

v’ Realize o teste de FVIII em todas as misturas de incubagdo usando o método habitual de ensaio de FVIII,
método de um estdgio ou método cromogénico (Parte 6).

v’ Leia o FVIII residual de cada mistura de teste, usando o controle como 100% (0,5 Ul/mL).
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Ensaio de inibidor de fator

Parte 1

45388 g% rrT::{:]l:}tooss fator exdgeno desnaturado

anticorpos livres do teste

Parte 2

Plasma de paciente Pool de plasma normal Amostra de controle

Diluigcoes da amostra:

1/2; 1/4;1/8 Incubagéo a 37°C

Mistura de teste FVIII: 2 horas Mistura de controle
FIX: 15 minutos

Medicao de fator
-Um estagio
-Cromogénico

Calculo do titulo do inibidor

Figura 8. Procedimentos do ensaio de inibidor

Resultados e interpretacédo: a diluicdo que fornece FVIII residual mais préximo de 50%, mas dentro da faixa de
25% a 75%, ¢ escolhida para o célculo do inibidor. Qualquer FVIII residual <25% ou >75% nao deve ser usado
nos célculos do nivel de inibidor. Um gréfico de % de FVIII residual versus unidades de inibidor pode ser feito em
papel log-log a partir da defini¢do da unidade de inibidor. Leia o nivel de inibidor correspondente ao FVIII residual
para cada mistura de teste e corrija a diluigdo. Por exemplo, se o valor mais préximo de 50% do fator residual foi
constatado na dilui¢do de 1/4 (ou seja, na mistura 1/4 + pool normal), o resultado, que serd préximo de 1 Unidade
Bethesda (UB), deve ser multiplicado por 4.

v Dilui¢do de 1/4 + pool normal

v" FVIIl residual = 50%

v Unidade de inibidor (do gréafico) = 1 UB

v Multiplicagéo pelo fator de diluigao (1/4) = 4 UB

Observacao: o ensaio de inibidor baseia-se na determinagéo 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 coagulagdo de um estagio. No entanto, o teste de inibidores por meio desse ensaio apresenta limitagdes.
A formagao de codgulo neste teste pode ser afetada, por exemplo, pelo anticoagulante lupico (inibidores néo
especificos da coagulagéo) e por medicamentos como o emicizumabe. Uma alternativa para evitar esses problemas
é o uso de um método cromogénico. Outra vantagem do uso de um método cromogénico em vez de um ensaio de
coagulagdo é a maior exatiddo dos resultados. Uma amostra de paciente nao diluida com atividade residual >75%
pode ser relatada como <0,4 UB/mL. Para inibidores de FVIII, o Comité Cientifico e de Padronizagéo (SSC) da ISTH
recomenda considerar um resultado >0,6 UB/mL como positivo. Além da curva de calibragdo, o titulo do inibidor
pode ser calculado usando a férmula: (2-log %RA)/0,301. No caso de um inibidor do tipo |, a curva do plasma de
teste de um paciente mostra paralelismo com a curva de calibragdo. Ndo paralelismo com a curva de calibragéo
indica um padrao de inibidor do tipo Il com cinética diferente. Para inibidores com cinética tipo Il, use a menor
diluigdo que se aproxime de 50% da atividade residual para o célculo final do titulo do inibidor.

Diagndstico de Hemofilia e Outros Disturbios Hemorragicos: Manual de Laboratério 67
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Figura 9. Célculo de atividade de fator residual

Observacgées: os inibidores funcionais da hemostasia mais frequentemente encontrados sdo os anticoagulantes
lGpicos, que ndo sdo direcionados contra fatores de coagulagdo especificos e cuja presenga deve ser excluida
antes da realizagdo de testes para inibidores de fatores especificos. A quantificagdo do titulo do inibidor é realizada
em laboratério, preferivelmente por meio do ensaio de Bethesda modificado por Nijmegen Bethesda, pois
essa modificagdo oferece maior especificidade e sensibilidade em comparagdo ao ensaio de Bethesda original.
Resultados positivos para inibidor de FVIII abaixo de 2,0 UB podem ser confirmados com o método cromogénico,
que apresenta menor interferéncia analitica e maior exatiddo em comparagdo ao método de um estagio. O método
cromogénico também é a melhor opgéo se houver suspeita de anticoagulantes |Gpicos na amostra de teste ou se
a amostra contiver anticoagulantes terapéuticos, como heparina ou inibidores diretos de FXa ou Flla. Anticorpos
anti-FVIIl ndo neutralizantes que ndo séo detectados pelo ensaio de Nijmegen-Bethesda podem ser clinicamente
relevantes, pois podem aumentar o clearance de FVIIl e podem ser medidos por ELISA.

Ensaios de Inibidores do Fator de von Willebrand: a DVW ¢ considerada o distirbio hemorragico hereditario
mais comum conhecido em humanos, com prevaléncia populacional de 1% e prevaléncia sintomatica de 1 em
1000 (Bowman et al, 2010). As opg¢des de tratamento incluem a infusdo de concentrados de FVW, que geralmente
também contém FVIII, administrados para prevenir ou tratar episédios hemorragicos. Aloanticorpos contra FVW
apresentam prevaléncia entre 7 e 9,5% (James et al, 2013; Pagliari et al, 2023). Nesses casos, o tratamento com
concentrados de FVW ¢ ineficaz, e episédios de anafilaxia foram relatados com exposi¢do subsequente ao FVYW
(James et al, 2013). Como j& sabemos, a deficiéncia 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 tém como alvo diferentes epitopos da molécula de FVW. Por
esse motivo, a detecgdo 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 FVYW em um
paciente politransfundido. O inibidor de FVW foi medido usando um método anédlogo ao método de Bethesda
para inibidores de FVIII (Sarji et al, 1974). Embora nédo haja padronizagédo na identificagédo de inibidores de FVW,
o método de Bethesda tem sido utilizado pela maioria dos laboratérios (Favaloro et al, 2022), com a diferenca de
utilizar métodos que avaliam a atividade do FVW em vez do teste de FVIIl ou FIX. Atualmente, existem diferentes
tipos de métodos disponiveis para detec¢ao 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 detecgdo desses inibidores (Favaloro et al, 2022). Os anticorpos contra FVW n&do tém a caracteristica de serem
dependentes do tempo e da temperatura, podendo ser avaliados imediatamente apds o teste de mistura (Sarji
et al, 1974). O método classico do cofator de ristocetina, que avalia a interagdo do FVW com plaquetas fixadas
na presenca de ristocetina, assim como o método de avaliagdo de coldgeno e o método de ganho de fungéo,
sdo opgdes que ja foram avaliadas e demonstraram ser métodos com boa sensibilidade e estabilidade, apesar
de apresentarem resultados diferentes conforme discutido acima. Outros métodos disponiveis ainda ndo foram
avaliados para esse tipo de investigagdo. Métodos imunolégicos também foram descritos e detectam anticorpos
neutralizantes e ndo neutralizantes. Em relagdo ao desenvolvimento de autoanticorpos que caracterizam a DVW
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adquirida, pacientes com neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo um subgrupo que apresenta complicagdes
hemorréagicas relacionadas a atividade do FVW. Resultados falsos sdo observados em amostras de pacientes com
NMPs, dependendo da tecnologia aplicada. A investigagdo laboratorial de inibidores de FVW caracterizados
por aloanticorpos e autoanticorpos deve ser realizada com cautela, tendo em vista as diferentes possibilidades
metodolégicas. O desempenho de todos os métodos modernos atualmente disponiveis ainda ndo esté claro
(Noye et al, 2024; Favaloro et al, 2022).

Anticorpo Antidroga (ADA) no Laboratério de Coagulagdo - Emicizumabe: emicizumabe é um anticorpo
biespecifico que se liga a FIX/FIXa e FX/FXa humanos e age como mimético da fungao do FVIII. No entanto, nao 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 referéncia, independentemente
dos reagentes utilizados). Emicizumabe afeta todos os testes e ensaios laboratoriais baseados em TTPA. Emicizumabe
também interfere nos ensaios cromogénicos que medem FVIII usando FIXa e FX humanos, mas ndo naqueles que
usam FIXa e FX de origem bovina (Bowyer et al, 2021; Jenkins et al, 2020). Emicizumabe pode ser medido e
relatado em pg/mL por meio de ensaio de um estagio modificado com maior dilui¢do de amostra e calibrado com
calibradores especificos para emicizumabe. Anticorpos antidroga (ADAs) podem se desenvolver apés uma dose
Unica ou administragdo repetida de uma proteina terapéutica e podem afetar a farmacocinética, a farmacodinamica,
a eficacia e/ou a seguranca dessa proteina terapéutica. Estudos que avaliam as caracteristicas de ADA em pacientes
tratados com emicizumabe mostram que o teste de TTPA pode ser prolongado em conjunto com episédios
hemorragicos na presenga de anticorpos com agdo neutralizante (Novembrino et al, 2023; Valsecchi et al, 2021).
Nesse caso, quando o nivel de emicizumabe foi medido, mostrou redugéo significativa. A atividade neutralizante
desses anticorpos néo foi claramente identificada em métodos funcionais, mesmo no ensaio de Bethesda modificado
(Kaneda et al, 2021). O nivel da unidade Bethesda identificada parece ser menor do que o esperado em comparagao
ao teste que mede o nivel de emicizumabe. O papel dos testes funcionais para ADA ainda néo foi estabelecido, mas
eles podem ser complementares a medigdo do nivel plasmatico do medicamento nesses casos. A WFH recomenda
a medigao dos niveis de emicizumabe por meio de ensaio de um estagio modificado com maior diluigdo da amostra
e calibrado com calibradores especificos para emicizumabe (Srivastava et al, 2020).
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