UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
CURSO DE BIOMEDICINA

CLEVIA ROSSET

POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA
REGULACAO DO SISTEMA IMUNE E O RISCO DE
DESENVOLVIMENTO DE INIBIDORES EM HEMOFILICOS A

GRAVES

Porto Alegre, julho de 2010.



CLEVIA ROSSET

POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA REGULACAO
DO SISTEMA IMUNE E O RISCO DE DESENVOLVIMENTO DE

INIBIDORES EM HEMOFILICOS A GRAVES

Trabalho Experimental do Estagio em Pesquisa e Monografia
Laboratério de Hemostasia — Departamento de Genética
Instituto de Biociéncias

Profa. Dra. Eliane Bandinelli
Orientadora

Porto Alegre, julho de 2010.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, por me proporcionarem essa oportunidade e pelo apoio e incentivo
sem 0s quais eu ndo chegaria até aqui.

A Dra. Eliane Bandinelli, pelos seus ensinamentos, amizade e paciéncia que dedicou
amim.

As colegas e ex-colegas do Laboratdrio de Hemostasia: Ana Maria, Carla, Celina,
Daiane, Fernanda, Luciana, Mariana, Roberta, Simone e Taciane, pela amizade,
auxilio fundamental e convivio agradéavel.

Aos meus colegas e amigos do curso de Biomedicina, pelo companheirismo e apoio
sempre que precisei.

A todos 0s meus amigos que de alguma forma contribuiram com ensinamentos

pessoais ou profissionais e pelos momentos importantes que passamos juntos.

Aos professores do curso de Biomedicina da UFRGS, por contribuirem para a minha
formacao profissional.



INDICE GERAL

RESUMO ...ttt et e e e e e ee e e e eeeeaeeeeeeaaeees 4
L. INTRODUGCAO ...t 6
L1 HEMOSTASIA ...ttt ee e e e e e e e e eereaereeeeaaeeeas 6
1.1.1. Mecanismo de Coagulagdo Sanguinea...........ccceeevevveeeeeneeeeeeriveeeesnreeeennneens 7
LL.2. Fator VIIL...oooooiii oo e e e e e 11
| S 0 21 (@) 2 1 3 N 13
1.2.1. Mutagdes no Gene do FVIII e a Hemofilia A...........cccoovvviieeeiiiie e, 14
1.2.2. Desenvolvimento de Inibidores Contra o FVIIT ...........ooooviiiiiiiiiiiiiiiine, 15
1.2.2.1. Mecanismo de Formacao dos Inibidores ..............ccoevvvveeeeeeeeeeenennnn.n. 16
1.2.2.2. Fatores de Risco para Formacao de Inibidores ............ccceeeevvreeicenennns 20
1.2.2.3. Tratamento de Pacientes com Inibidor .............coovvvvveieniiiiiiiiiiiniinnne. 25

1.3. POLIMORFISMOS NO GENE DO HLA-G E A FORMACAO DE
INIBIDORES ... oot ee et ae e e e aeaeaeeseeeaeaeeseeens 26
1.4. POLIMORFISMOS NO GENE PTPN22 E A FORMACAO DE INIBIDORES 31
2. OBIETIV O S ..ttt e e e ae e e aeeaereaes 33
2.1. OBIJETIVO GERAL ..ottt ae e aeaes 33
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ..., 34
B ARTIGO .ttt ettt et e e e et e e e e e eeeteeeaeea et e e et e e e e e e e e e e e e e aaaas 35
RESUIMIO. ... ot e et e e e e e e et e e e et e e e e eeees 36
INETOAUGEO. ... e et e e e e e 36
MateriaiS € METOAOS ......cooeiiiiiiiii ittt ae e e aeeaeaeaes 38
RESUITAAOS .ot aee e e 40
DiSCUSSA0 € CONCIUSAO......ccoiiiiiiiiiiii ittt aeaeeaeaeaes 43
RETEIENCIAS ..o e aeeaeaeaes 47
4, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ... cveeeteteee oottt e e ee e 51
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooovivoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52



RESUMO

A hemofilia A é uma das doengas hemorragicas mais frequentes da via intrinseca da
cascata de coagulacdo sanguinea. Ela é causada pela redugdo da atividade do fator
VIII da coagulagdo, devido a alteragdes no gene desse fator. O tratamento envolve
terapia de reposi¢do do fator VIII, que ¢ efetiva na maioria dos casos. Entretanto,
uma das principais complicagdes que ocorre no tratamento desses pacientes € a
formagdo de anticorpos (inibidores) que inibem a atividade coagulante do fator
infundido. Tanto fatores genéticos quanto nao-genéticos influenciam a
suscetibilidade no desenvolvimento de inibidores. Em particular, o tipo de mutagdo
no gene do fator VIII parece contribuir consideravelmente para o risco, sendo as
inversoes dos introns 1 e 22 em pacientes graves as mais associadas com o quadro. O
genotipo HLA e de outros genes que regulam o sistema imune também tem papel
importante no desenvolvimento dos anticorpos. O objetivo deste estudo ¢ avaliar se
polimorfismos em genes envolvidos na regulagdo do sistema imune podem conferir
suscetibilidade ao desenvolvimento de inibidores no tratamento de pacientes com
hemofilia A grave do sul do Brasil. Foi avaliada a distribuicdo dos polimorfismos de
inser¢do/delegdo de 14pb (rs1704) e do SNP +3142C/G (rs1063320) no gene HLA-G
e do SNP CI1858T (rs2476601) no gene PTPN22, que tém sido amplamente
relacionados com doencas autoimunes e outras patologias. Moléculas de HLA-G
soluvel funcionam como multiplos imunorreguladores, e a tirosina fosfatase
codificada por PTPN22 previne a ativagdo espontanea de células T. Foram estudados
171 pacientes eurodescendentes com hemofilia A grave, previamente genotipados
para as inversdes nos introns 1 e 22. Os polimorfismos foram genotipados por PCR
(Ins/Del 14pb) ou PCR/RFLP (SNPs). Os grupos com inibidor e sem inibidor
apresentaram distribuicdo genotipica consistente com a predita pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg, em todos os polimorfismos analisados. As frequéncias genotipicas
e alélicas em pacientes com inibidores ndo foram significativamente diferentes das
observadas no grupo sem inibidores, para os trés polimorfismos estudados.
Considerando somente os pacientes que possuem as inversdes dos introns 1 e 22,
nenhum dos polimorfismos influenciou o desenvolvimento de inibidores. Ainda, ndo
houve interagdo entre as variantes genéticas e a presenga de inversdes no
desenvolvimento de inibidores. Em uma andlise multivariada, controlando-se para a

presenga das inversdes, nenhum dos polimorfismos foi considerado fator de risco



para o desenvolvimento de inibidores. Além disso, nenhuma relacdo foi encontrada
entre combinagdes especificas dos alelos do HLA-G ¢ a produg@o de anticorpos. Os
resultados obtidos sugerem a falta de associa¢do entre os polimorfismos HLA-G
+14pb, HLA-G +3142C/G e PTPN22 C1858T e o desenvolvimento de inibidores em
nossa populagdo de estudo. Um estudo anterior realizado na Italia com o
polimorfismo em PTPN22 apresentou resultados concordantes com os do presente
estudo. Outros estudos que envolvam os fatores de risco imunoldgicos, genéticos e
ambientais podem ser interessantes para a melhor compreensdo da patogénese da

formacao de inibidores.



1. INTRODUCAO

As doencgas hemorragicas sdo patologias graves que causam diminuicdo da
coagulacdo do sangue, com grande comprometimento na qualidade de vida dos
pacientes acometidos. O conhecimento dos diversos fatores que mantém a
hemostasia, assim como o0s responsaveis pelo seu desequilibrio, tem enorme
importancia no esclarecimento dos mecanismos que envolvem tais doencas,
buscando formas de prevengdo, alivio dos sintomas ou tratamentos mais eficientes.
Dentre essas desordens hemorragicas, a doenca de von Willebrand e as hemofilias A
e B, juntas, afetam cerca de 97% dos individuos com alguma deficiéncia na

hemostasia (Peyvandi et al., 2006).

1.1. HEMOSTASIA

O sangue ¢ responsavel por diversas fungdes importantes no organismo, as quais
mantém constantes as condi¢des internas do corpo, para que seu funcionamento seja
ideal. Entretanto, para a manutencdo de todas as suas fungdes, o sangue precisa
permanecer fluido dentro dos vasos sanguineos. Assim, se ocorrer um
extravasamento de sangue dos vasos ou ele ndo permanecer liquido, surgem certas
modificagdes que estancam o sangramento ou atuam na fluidez sanguinea. Esse
conjunto de mudangas fisiologicas ¢ conhecido como hemostasia (Tuddenham &
Cooper, 1994). Se qualquer uma dessas mudangas ocorrerem de maneira
desregulada, a hemostasia ¢ comprometida, podendo resultar na perda excessiva de
sangue ou na formagao de trombos.

O processo de hemostasia envolve um mecanismo complexo, multifuncional,
finamente regulado e, sobretudo, vital na defesa contra a perda de sangue e inicio do
reparo tecidual. Dele depende a formacdo do coagulo (coagulagdo) ¢ a sua
degradacdo (fibrindlise) (Marcus & Safier, 1993). A hemostasia primdria estanca o
sangramento pela formagdo do tampdo ou trombo plaquetario; a hemostasia
secundaria forma uma rede de fibrina (codgulo) encarregada de estabilizar o trombo.
O processo hemostatico envolve: (1) vasoconstri¢do no sitio de injuria vascular; (2)

formagdo do tampdo de plaquetas (adesdo, ativacdo e agregacao plaquetaria); (3) a



ativacdo da cascata de coagulacdo sanguinea, levando a formagéo da rede de fibrina;
(4) a dissolucdo da rede de fibrina.

A adesdo plaquetaria ¢ estimulada pela lesdo do endotélio do vaso, que
imediatamente expde o colageno subendotelial as plaquetas circulantes. Esta ligagéo
¢ estabilizada pelo fator de von Wilebrand (FvW), um multimero produzido
normalmente pelas células do endotélio. Depois de aderidas, as plaquetas sofrem
acdo de substancias ativadoras, liberam o conteudo de seus granulos, o que provoca o
recrutamento de outras plaquetas, e ganham a capacidade de se ligar umas as outras
(agregacdo plaquetaria), formando um tampao celular. As plaquetas ativadas ainda
expdem em sua membrana fosfolipidios essenciais para as reagdes da formacdo da
rede de fibrina (coagulacdo), que ocorrem paralelamente a agregacdo plaquetéaria. O
carater essencial desse processo de coagulacdo € que uma proteina circulante, soltivel
no plasma, o fibrinogénio, transforma-se em fibrina, o coagulo sélido, que estabiliza

o trombo plaquetario (Marcus & Safier, 1993).

1.1.1. Mecanismo de Coagulacdo Sanguinea

Em 1964, Macfarlane e Davie & Ratnoff propuseram a via clssica para explicar
a fisiologia da coagula¢do do sangue. A proposta compreende as vias intrinseca ¢
extrinseca. Nas duas vias atuam cerca de 20 fatores plasmaticos, quase todos de
natureza protéica, sendo a maioria enzimas que circulam em estado ndo ativado
(zimogénios) no sangue, suscetiveis a ativagdo em cascata pelo fator anterior ativo
(Figura 1). O sistema funciona como uma cascata amplificadora: o fator que da inicio
ao processo esta em pequena quantidade, mas ¢ capaz de ativar um numero muito
maior do proximo fator da cascata, e assim por diante. Varios processos de
retroalimentacdo positivos e negativos regulam a cascata de coagulacdo (Broze,
1995).

Na via extrinseca, a lesdo do vaso provoca a liberacdo de fator tecidual (TF),
também conhecido como tromboplastina, pelas células endoteliais. O TF, por sua
vez, liga-se as formas zimogénicas do fator VII presentes no sangue. Essa ligacdo
ativa o fator VII (VIla), promovendo a formacao do complexo tenase extrinseco, que
depende do célcio e consiste da interacdo entre o TF e o fator VIla (Tuddenham &
Cooper, 1994). O complexo tenase extrinseco catalisa a ativagdo do fator X.

A via intrinseca, ou via do contato mediada por superficie negativa, ¢

inicializada pelo contato do sangue com superficies de carga negativa, tal como o



colageno in vivo e o vidro ou particulas de caolin in vitro. Nestas superficies, o
cininogénio de alto peso molecular comeca a ativar o fator XII. O fator XII ativado
(XIIa) ativa o fator XI, e o fator Xla participa da formagdo do complexo tenase
intrinseco, dependente de célcio e fosfolipideos de membrana, que ativa o fator IX, o
qual por sua vez, na presenga do fator VIlla, ativa o fator X (Tuddenham & Cooper,
1994).

A partir da ativagdo do fator X, o mecanismo observado na via extrinseca e
intrinseca ¢ o mesmo (via comum). O fator Xa ativa o fator V, possibilitando a
formagdo do complexo protrombinase. O complexo protrombinase, que também
depende de célcio, leva a conversdo da protrombina (fator II) em trombina (fator Ila).
Uma grande quantidade de trombina ¢ formada neste momento, devido ao
mecanismo de amplificagdo da cascata da coagulagdo. A trombina promove a
transformacao do fibrinogénio em mondémeros de fibrina, que logo se combinam para
formar polimeros, além de ativar o fator XIII. O fator XIIla estabiliza o coagulo. O
processo ¢ finalizado com a formacdo de um aglomerado de plaquetas e células,
como eritrocitos, o que consolida o coagulo que sela a lesdo e interrompe o

extravasamento sanguineo (Tuddenham & Cooper, 1994; Broze, 1995).
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Fig.1. A via cléassica da cascata da coagulagdo sanguinea. Representagdo da Via

Extrinseca e Intrinseca da Coagulacdo. Adaptado de Tuddenham & Cooper, 1994.



Atualmente, a divisdo do sistema de coagulagdo do sangue em intrinseco e
extrinseco ¢ inadequada do ponto de vista de fisiologia da coagulagdo, tendo em vista
que essa divisdo ndo ocorre in vivo. A utilizagdo dos termos intrinseco e extrinseco
ainda pode ser util na interpretacdo dos exames laboratoriais utilizados para
avaliacdo da hemostasia.

Em 2001, foi proposto um novo modelo de coagulacdo sanguinea que melhor
representa o que ocorre in Vivo durante o reparo de uma lesdo endotelial. Nesse
modelo, os receptores celulares especificos passam a ter importancia no processo de
coagulagdo, diferentemente da visdo de que a coagulacdo ¢ regulada por fatores
protéicos, sendo as células apenas uma superficie negativa sobre a qual os complexos
pro-coagulantes sdo montados. O modelo enfoca a interacdo dos fatores da
coagulagdo com superficies celulares especificas e se baseia numa série de trés
etapas (Iniciagdo, Amplificagdo e Propagagdo) que ocorrem em diferentes tipos
celulares, até a formacdo da rede estavel de fibrina (Hoffman & Monroe, 2001;
Hoffman, 2003).

O TF ndo ¢ normalmente expresso em células em contato direto com o sangue
(células endoteliais e leucdcitos), mas apresenta expressdo constitutiva em
fibroblastos subjacentes ao endotélio vascular. Células endoteliais € mondcitos que,
normalmente, ndo expressam o fator tecidual, podem expressa-lo na vigéncia de
lesdo endotelial e na presenca de estimulos especificos, tais como endotoxinas e
citocinas (Wilcox et al., 1989). A etapa de iniciagdo da coagulagdo ocorre quando
células extravasculares carreadoras de TF (fibroblastos do estroma, células
mononucleares, macroéfagos e células endoteliais) expdem o TF ao sangue apos um
dano vascular ou inflamac¢do. O TF na superficie das células extravasculares se liga
ao fator VlIla, e o complexo formado ativa pequenas quantidades dos fatores X e X.
O fator Xa associado ao seu cofator Va forma o complexo protrombinase na
superficie das células carreadoras de TF. O complexo protrombinase leva a
conversao de pequenas quantidades de protrombina em trombina.

Em individuos normais, niveis minimos de fator VIla estdo presentes na
circulagdo, correspondendo a aproximadamente 1% da concentragdo plasmatica total
de fator VII. O fator VIla atravessa a barreira endotelial, podendo atingir o sistema
linfatico. Assim, ele pode se ligar ao TF mesmo na auséncia de lesdo vascular,
ativando fatores IX e X quando passam pelos tecidos. Esse fenomeno, chamado de

coagulagdo basal, ndo leva a formacdo de um coagulo em situagdes normais devido a



auséncia de componentes de alta massa molecular, como plaquetas e o complexo
FVII/FvW, os quais levariam ao seguimento do processo para a segunda etapa, a
fase de amplificagao.

Na etapa de amplificacdo, a pequena quantidade de trombina gerada na iniciagdo
provoca a ativacdo de plaquetas, que expdem seus receptores e sitios de ligacao para
fatores de coagulagdo e ativam os fatores V, VIII ¢ XI em suas superficies. Nesse
contexto, o complexo fator VIII/FvW dissocia-se, permitindo que o FvW plasmatico
atue como mediador adicional na adesdo e agregacao plaquetaria.

A etapa de propagagdo ocorre na superficie das plaquetas ativadas, aderidas e
agregadas ao local da les@o. O fator [Xa (ativado na etapa de iniciagdo) se liga ao
fator VIIla na superficie das plaquetas. O fator Xa, que formou o complexo
protrombinase na superficie de células carreadoras de TF durante a iniciacdo, ndo
pode se mover até as plaquetas ativadas. Entdo, os fatores 1Xa/VIlla (complexo
Xase) ativam o fator X diretamente na superficie plaquetaria. O fator Xa rapidamente
se associa com o fator Va na superficie das plaquetas, formando o complexo
protrombinase. O complexo fator [Xa/fator VIlla ativa o fator X com eficiéncia 50
vezes maior que o complexo fator VIla/TF. Assim, nessa etapa, o complexo
protrombinase leva a conversao de grandes quantidades de protrombina em trombina,
a qual por sua vez leva a clivagem do fibrinogénio a fibrina. A trombina também
leva a ativagdo do fator XIII em XIIla, o qual catalisa a modificagdo covalente entre
monomeros de fibrina, formando uma rede estavel. Os ions calcio sdo necessarios em
diversos passos das reagdes da coagulagao.

Todo o processo de coagulacdo ¢ regulado por outros componentes fisioldgicos
circulantes. A via regulatoria composta pelo plasminogénio tem um papel importante
na degradacdo da rede de fibrina gerada pela ativacdo do processo hemostatico.
Nessa via, o plasminogénio ativado gera plasmina, que atua na degradagdo de fibrina
em fibrinogénio e na ativacdo de metaloproteinases de matriz responsaveis pela

degradacgdo da matriz extracelular (Collen, 1999).
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Fig.2. Modelo via celular-enzimética da cascata de coagulacé@o sanguinea. Representagdo
esquematica das etapas de inicia¢do, amplificacdo e propagagao.

Adaptado de Hoffman & Monroe, 2001.

1.1.2. Fator VIII

O fator VIII (FVII) ¢ uma glicoproteina sintetizada no figado, que ¢ essencial
para o funcionamento normal da coagulacdo sanguinea (Figura 1; Figura 2). A
estabilidade do FVIII depende da interagdo ndo-covalente com o fator von
Willebrand, que também atua na adesdo ¢ agregacdo plaquetarias. O FvW protege o
FVIII da degradacdo e da endocitose, além de concentra-lo no seu sitio de acdo. Sem
a ligacdo ao FvW, o FVIII ¢ rapidamente degradado na circulacdo (Jacquemin &
Saint-Remy, 1998).

O gene do FVIII esta localizado na extremidade distal do brago longo do
cromossomo X (Xg28) e possui 186 Kb de DNA genomico com 26 éxons que
codificam uma proteina madura de 2332 aminoacidos. Cada um dos 26 éxons varia
em tamanho de 69 a 3106pb. Os introns representam cerca de 95% do gene
(Gitscheir et al., 1984), e, desde que o gene do FVIII foi clonado em 1984, um

grande nimero de mutagdes causadoras de doengas tém sido descritas.
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Na sua forma nativa, o FVIII consiste nos dominios designados A, B e C (NH»-
A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH) (Kane & Davie, 1988). A trombina ativa o FVIII
através de clivagem proteolitica em residuos de arginina entre os dominios Al e A2,
A2 e B e Be A3, resultando em um heterotrimero ativado (Figura 3) que consiste de
duas cadeias pesadas e uma cadeia leve (Fay et al., 1991). Ao ser clivado pela
trombina, o FVIII sofre uma altera¢do na sua conformacéo, levando a liberacdo do
FvW e a ligagdo a fosfolipideos de membrana. Essa ligagcdo permite a interacdo do
FVIII com o fator IX, ativando-o (Jacquemin & Saint-Remy, 1998). O fator VIII
serve de cofator do fator [Xa na ativagdo do fator X, formando o complexo ‘Xase’.

Sem a fungdo normal do FVIII podem ocorrer sangramentos anormais em um

individuo.
A | i i 2000 2173
1 336 373 710 T4 1648 1690 zmg‘ mg‘ 2332
I || 6] I | | |
L 1L 1
Cadeia pesada Cadeia leve

B. Ativacio do FVIIIL
—_—

Ativacio pela

C2 Al a3 :
tromhbina
Heterodimero

-

Heterotrimero (FVIIIa)

Fig.3. Estrutura e ativacdo do FVIII. A. estrutura primaria do fator VIII e seus dominios.
Os sitios de clivagem pela trombina sdo Arg 372 no sitio al, Arg 740 no sitio a2 e Arg 1689
no sitio a3 (indicados pelas flechas). B. O FVIII é lancado na circulagio como um
heterodimero com cadeia pesada (dominios AlalA2a2-B) e cadeia leve (dominios
a3A3C1C2), associados por um ion metélico divalente. Apos a clivagem proteolitica pela
trombina, o FVIII ¢ ativado e forma um heterotrimero de duas cadeias pesadas (dominio A1l
de 50-kDa e A2 de 43-kDa) e uma cadeia leve (fragmento A3C1C2 de 73-kDa). O FVIII
ativado consiste de uma subunidade A1 associada por uma ligagdo divalente metalica com a
cadeia leve e uma subunidade livre associada com o dominio Al através de ligagdo idnica.

Adaptado de Lavigne-Lissalde et al., 2009.
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1.2. HEMOFILIA A

A hemofilia A ¢ uma das doencas hemorragicas mais frequentes da via intrinseca
da cascata de coagulagdo sanguinea. Ela ¢ causada pela reducdo da atividade do fator
VIII da coagulagdo, devido a alteragdes no gene desse fator (Gitscheir et al., 1984).
A auséncia ou diminuicdo da atividade do fator enddgeno dificulta a geragdo de
trombina e resulta na auséncia da consolida¢do do coagulo de fibrina, com falha no
reparo da les@o endotelial. O padrao de heranca é recessivo ligado ao X e afeta
aproximadamente 1 em cada 5000 nascimentos masculinos (Kazazian HH Jr. et al,
1995). No Rio Grande do Sul, a prevaléncia estimada ¢ de 1:11.700 homens
(Alexandre & Roisenberg, 1985).

As diferentes mutagoes no gene do FVIII resultam em trés diferentes categorias
de hemofilia A: hemofilia A grave, quando o nivel de FVIII no plasma do paciente é
< 1% do que o FVIII encontrado no plasma normal, hemofilia A moderada (1-5%)
ou hemofilia A leve (5-40%) (White et al., 2001). A sintomatologia, caracterizada
por sangramentos, depende da atividade de FVIII residual no plasma. As
hemorragias podem ser espontdneas ou precedidas por traumas, podendo ocorrer
sob a forma de hematuria, epistaxe, melena/hematémese, ou se apresentarem como
hematomas, sangramentos retroperitoniais, intra-articulares e até mesmo
intracranianos (Rezende et al, 2005). Na hemofilia A grave, sangramentos
espontaneos em articulacdes e musculos sdo os sintomas mais comuns. Pacientes
sdo diagnosticados normalmente no primeiro ano de vida, e, na auséncia de
tratamento profilatico, apresentam de dois a cinco episdédios de sangramentos
espontaneos por més, que podem levar a morte por perda excessiva de sangue se
ndo contidos. Ja os individuos com hemofilia moderada raramente tém
sangramentos espontaneos, mas hemorragias ocorrem apds um trauma pequeno. Em
hemofilicos leves, sangramentos anormais ocorrem com cirurgias, extragdes
dentarias e traumas maiores (Brower & Thompson, acesso em Maio 2010). A
frequéncia de hemofilicos graves ¢ de 50%, de moderados ¢ de 30% e de leves 20%
(Antonarakis et al., 1995).

O diagnostico da doenca ¢ realizado através da observacdo dos sintomas e da
execucdo dos testes de triagem da cascata de coagulagdo, dosagem do fator VIII e do
fator von Willebrand. Um hemofilico A apresenta niveis de FVIII baixos e de FvW

normais. Ainda, utilizando-se dos conceitos de via intrinseca e extrinseca, 0s
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hemofilicos A apresentam o tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA)
aumentado, pois ele mede a atividade in vitro da via intrinseca de coagulagéo.
Conforme a revisdo feita por Zhang et al. (2009), o tratamento dos pacientes
envolve terapia de reposi¢ao do FVIII, utilizando-se preparacdes derivadas de plasma
humano, como o FVIII purificado, que contém o FvW, ou o obtido por técnicas de
DNA recombinante. Alguns concentrados de plasma sdo destinados para o uso
doméstico e podem ser auto-administrados, seja regularmente para prevenir o
sangramento ou no primeiro sinal de sangramento. A terapia de substituicao ¢ efetiva
na maioria dos casos, mas alguns pacientes iniciam a formacao de anticorpos contra
o fator infundido, denominados inibidores. Por esse motivo, a hemofilia vem sendo
um dos principais alvos de terapias moleculares. A terapia ideal envolveria a
reparacdo da mutacdo que causa a doenca, para entdo permitir que o gene reparado
seja expresso sob controle de seus elementos regulatorios normais. Essa abordagem
pode ser possivel no futuro, mas atualmente permanece em estidgios de

desenvolvimento pré-clinico (Lillicrap et al., 2006).

1.2.1. Mutagdes no Gene do FVIII e a Hemofilia A

A hemofilia A ¢ uma doenca com grande heterogeneidade clinica, devido a
enorme variedade de mutagdes descritas no gene do FVIII. Dependendo da mutag@o,
a gravidade e a resposta ao tratamento sdo diferentes. Mutacdes de ponto sdo os
defeitos genéticos mais comuns, seguidos pelas delegdes e pelos casos de insergodes ¢
inversoes, considerando todas as gravidades da doenga. Uma mutag@o recorrente, a
inversdo do intron 22, ¢ responsavel por aproximadamente metade dos pacientes
graves afetados: o gene ¢ invertido, como resultado de uma recombina¢do homologa
intracromossomal entre uma copia de uma sequéncia de 9,5Kb conhecida como
int22h-1 e uma de duas outras regides homoélogas teloméricas (int22h-2 e int22h-3)
(Lakich et a.l, 1993). Outra mutagdo recorrente baseada em um mecanismo similar é
identificada no intron 1, onde uma cépia de 1Kb intlh-1 pode recombinar com uma
regido homologa extragénica, levando a ruptura do gene pela inversdo e separagdo do
éxon 1 do resto do gene (Bagnall et al., 2002). Os defeitos mais comuns no gene do
FVIII na hemofilia A grave sdo essas inversoes, que ocorrem em 30-50% e 2-5% dos

pacientes, respectivamente (Lakich et a.l, 1993; Bagnall et al., 2002). Ndo ha

14



registros dessas duas inversdes em hemofilicos com formas moderadas ou leves
(Rossetti et al., 2004).

Segundo Salviato et al. (2007), inversdes, grandes dele¢cdes e mutagdes
nonsense correspondem a 71% de todas as muta¢des que ocorrem no gene do FVIII
em casos graves. Outras mutagdes que causam hemofilia A sdo muito diversificadas,
sendo descritas atualmente mais de 950, das quais 270 em hemofilicos graves

(Hamsters, acesso em 22 de Junho de 2010).

1.2.2. Desenvolvimento de Inibidores Contra o FVIII

A hemofilia A ¢ tratada com terapia de reposi¢d@o do FVIII, mas 25-30% dos
pacientes graves e 5% das outras formas serdo refratarios ao tratamento, e iniciardo
a formacdo de anticorpos contra o fator infundido, denominados inibidores
(Addiego et al., 1993; Schwaab et al., 1995). Esses inibidores tornardo o tratamento
ineficaz e representam a complicagdo mais severa apresentada durante o tratamento
dos pacientes hemofilicos (Scandella et al., 1993). A incidéncia de inibidores em
diferentes populacdes de hemofilicos A ¢ muito ampla, variando de 7 a 30%
(Lusher et al., 1993), sendo que no Brasil ela foi estimada em torno de 20% (Rieger
& Roisenberg, 1999), considerando os pacientes com todas as formas de hemofilia
A. No Rio Grande do Sul a incidéncia de inibidores nos hemofilicos graves é de
40% (Leiria et al., 2008).

Inibidores contra o FVIII sdo classificados em tipo I ou de alta resposta e tipo
I ou de baixa resposta. Inibidores do tipo I sdo anticorpos que inibem
completamente o fator VIII devido a alta afinidade, ligacdo dependente de dose e
irreversivel, que segue uma cinética de segunda ordem. Titulos do inibidor de tipo I
apresentam-se altos ap6s infusdes repetidas de concentrados de fator VIII e mantém-
se elevados mesmo na auséncia de tratamento (estimulo), podendo ser detectados
durante meses e até anos (resposta anamnésica) (Aly & Hoyer, 1992; Aly et al.,
1992). Inibidores do tipo II ndo inibem completamente a fungdo do FVIII, ndo
apresentam resposta anamnésica, possuem baixa afinidade, com ligacdo
independente da dose e reversivel (Aly & Hoyer, 1992; Aly et al., 1992).

Quando ha suspeita de desenvolvimento de inibidor em um paciente, por
causa de falhas terapéuticas, ele deve ser testado utilizando o ensaio Bethesda para
inibidor (Bethesda inhibitor assay - BIA). Recomenda-se a realizagdo do teste em

intervalos regulares durante os primeiros 50 dias de tratamento, que ¢ o periodo de
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maior risco para desenvolvimento de inibidor. Passadas as primeiras infusdes, se

recomendam testes anuais (Kempton & White, 2009).

1.2.2.1. Mecanismo de Formagao dos Inibidores

O sistema imune humano pode discriminar o proprio do ndo proprio. O
desenvolvimento da tolerancia a antigenos proprios, incluindo o FVIII, inicia durante
a embriogénese em torno do final do primeiro trimestre de gravidez, quando
precursores linfoéides primitivos comegam a transitar ¢ maturar no timo, e geralmente
¢ completado ao nascimento, sendo mantido durante a vida adulta. Esse mecanismo
de tolerancia ¢ feito predominantemente através da delecdo de células T auto-reativas
(White et al., 2005). Durante a sua maturagdo no timo, linfocitos T imaturos sofrem
selecdo negativa (o epitélio timico apresenta antigenos proprios para as células T
imaturas, € o repertério que reagir ao proprio com alta afinidade ¢ eliminado por
apoptose). Segundo White et al. (2005), ¢ possivel que na hemofilia A, a auséncia de
fator VIII ndo permita a selecdo negativa de células T que o reconhecem com alta
afinidade, pois ndo ha fator para ser apresentado como antigeno proprio pelo timo.
Assim, ap6s infusdo, ele ¢ visto como uma proteina estranha e ¢ apresentado pelas
células apresentadoras de antigenos (Antigen Presenting Cells - APCs) através de
moléculas chamadas complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou antigeno
leucocitario humano (HLA). Tanto esse mecanismo de tolerancia central quanto o
periférico sdo importantes para a manutencdo da tolerancia. Células T autorreativas
sdo encontradas na periferia mesmo apds a selecdo do timo, e o mecanismo de
tolerancia periférico (supressdo pelas células T regulatérias) se torna importante,
sendo um alvo potencial para tratamento de doengas autoimunes (André et al., 2009).

A capacidade de montar uma resposta imunoldgica contra o FVIII depende da
presenga de linfocitos B e T especificos (Figura 4). A auséncia ou perda de funcao de
qualquer uma dessas células resulta em falta de resposta ou tolerancia (Jacquemin &
Saint-Remy, 1998). A inducdo da resposta humoral ¢ dependente de células T,
havendo interacao entre células Tyl, Ty2 e Ty3 que reconhecem especificamente o
FVIII (Reding et al., 2000). Os inibidores em hemofilia A consistem em anticorpos
policlonais do tipo IgG (Fulcher et al., 1987). A maioria desses anticorpos pertence
ao subtipo IgGy, embora esse subtipo seja pouco encontrado na fragdo de IgG no
plasma normal. Entretanto, os subtipos IgG; e IgG, também sdao encontrados

(Astermark, 2006a).
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As citocinas também sdo mediadores importantes da resposta imune. Elas
determinam o tipo de célula que vai responder, o que influéncia no tipo de resposta.
Células Tyl secretam interleucina (IL) 2, interferon-y e fator de necrose tumoral
(TNF)-B e medeiam as respostas celulares, como a ativagao de células T citotoxicas,
embora também possam ter papel em respostas humorais. Células Ty2 secretam IL-4,
IL-5, IL-6 e IL-10, promovem ativacdo de células B e medeiam a resposta humoral.
Em hemofilicos que desenvolvem inibidores, essas citocinas também medeiam a
troca de classe do anticorpo para IgG4, conforme revisdo de Astermark (2006b).
Nesses pacientes, titulos mais baixos de anticorpos IgG sao correlacionados com a
predominancia de resposta mediada por Tyl (IgG; e IgG;), enquanto pacientes com
titulos mais altos e anticorpos 1gG4 tém resposta Ty2 (Reding et al., 2002). Pacientes
com inibidor persistente sdo tipicamente classificados como produtores de alta
resposta (titulo de inibidor com pico >5 unidades Bethesda (UB) mL™") ou baixa
resposta (titulos < 5UB mL™) (White et al., 2001). Pacientes com inibidor transiente
(tipo II) geralmente ndo produzem altos titulos, e os inibidores desaparecem
espontaneamente em alguns meses sem nenhuma mudanga no tratamento. Os
mecanismos patofisiologicos que explicam e determinam o tipo de resposta imune
ndo sdo conhecidos, ¢ ndo ¢ possivel predizer qual tipo de inibidor sera encontrado
em cada paciente (Astermark, 2006a).

O fendtipo do MHC de classe II classico do paciente determina se peptideos
derivados do FVIII vao ser apresentados as células T (Astermark, 2006b). Ha varias
isoformas do MHC classe Il agrupadas em trés familias: DR, DQ e DP. Cada
isoforma liga um conjunto de peptideos diferentes (Rammensee et al., 1995). Uma
dada molécula do MHC pode apresentar mais de uma sequéncia de aminoacidos em
uma proteina ou nenhuma sequéncia, ndo oferecendo nenhum sinal para as células T
se ativarem. A extensdo da molécula de FVIII que ¢ reconhecida como propria
depende de quanto da molécula ¢ sintetizada. Qualquer parte da molécula que for
sintetizada ird induzir tolerancia a essa parte, desde que o individuo possua a
sequéncia correta do MHC II capaz de apresentar os peptideos dessa parte (White et
al., 2005).
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Fig.4. Formacédo de inibidores contra o fator VIII em hemofilia A. O fator
exogeno infundido liga as células apresentadoras de antigenos (APCs) [1]. Apos a
endocitose, oligopeptideos serdo formados por clivagem proteolitica [2]. Esses
peptideos ligam ao MHC de classe II que possui afinidade a esta sequéncia, que sera
apresentada. O complexo pFVIII-MHC ¢ entdo transferido para a membrana da
célula e apresentado aos receptores das células T (TCR-CD3) de linfocitos Ty CD4+
que reconhecem especificamente os fragmentos derivados do FVIII, em orgdos
linféides secundarios [3]. Sinais co-estimulatorios sdo providos pela ligagdo das
moléculas B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) das APCs ao CD28 nas células T [4a] para
ativar completamente os linfocitos T e estimular a liberagdo de citocinas [5]. A
subsequente ligagdo dessas citocinas aos receptores correspondentes (CK-R)
estimula genes da resposta imune e moléculas co-estimulatorias na superficie de
células B e T [6]. A agdo de citocinas e moléculas co-estimulatorias, incluindo
interagdo entre CD40 e CD40L, induz a proliferacdo de células B especificas contra
o FVIII a se diferenciarem e produzirem anticorpos anti FVIII [7]. A ativacdo de
células Ty ¢ diminuida pela ligagdo competitiva do CTLA4 a moléculas B7 nas APCs

[4b]. Adaptado de Astermark, 2006b.
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Virios aspectos permanecem nao esclarecidos a respeito do desenvolvimento
de inibidores. Por exemplo, a localizacdo onde o FVIII terapéutico encontra o
sistema imune pela primeira vez, o tipo de APCs envolvidas no processo e o sitio
onde a resposta imune anti FVIII se desenvolve. O bago tem um papel critico como
um ponto de encontro na iniciacdo de respostas imunes especificas, pois possui
grande numero de células dendriticas, macréfagos e células B, que t€m acesso
imediato a antigenos circulantes no sangue, permitindo uma rapida resposta imune. O
FVIII terapéutico também pode ser capturado por APCs em sitios de sangramento, e
entdo transportado para 6rgdos linféides secundarios, ja que sitios de sangramento e
coagulacdo criam um microambiente pro-inflamatorio (André et al., 2009). Os
diferentes tipos de APCs também podem implicar em uma resposta diferenciada. As
células dendriticas sdo provavelmente as mais potentes APCs.

Pelo menos cinco epitopos na molécula do FVIII sdo identificados como alvo
dos anticorpos na maioria dos pacientes com inibidor. Dependendo da localiza¢do do
epitopo alvo, diferentes mecanismos de acdo de anticorpos anti FVIII tém sido
descritos: (i) bloqueio da ligacdo do FVIII a um de seus ligantes por impedimento
estérico, (ii) aumento do clearence do FVIII no plasma e (iii) degradacao catalitica
(Scandella et al., 1995; Scandella, 1996; Scandella et al., 1998).

Embora toda molécula do FVIII possa potencialmente servir como alvo para
os anticorpos (Figura 5), experimentos indicam que as principais areas de ligacao sao
o dominio A2 e a cadeia leve (Scandella et al., 1989). Inibidores que atuam por
impedimento estérico bloqueiam a fun¢do procoagulante do FV III por quebrar a
ligacdo do fator com um de seus ligantes (fosfolipideos, FvW, FIX ou FX). Desses
inibidores, 68% sdo direcionados contra os dominios A2/C2 (Scandella et al., 1993;
Tiarks et al., 1992). Inibidores anti A2 afetam intera¢des entre o dominio A2 e o
FIXa de um modo ndo competitivo, resultando na formagao de um complexo tenase
intrinseco inativo (Scandella, 1999). Anticorpos anti C2 agem impedindo a ligacao
do fator VIIla com o FyW e a ligacao a fosfolipideos plaquetarios (Saenko et al.,
1994; Foster et al., 1990). Os outros mecanismos envolvem inibidores que geram
imunocomplexos com o FVIII, aumentando o seu clearence da circulagdo (Lavigne-
Lissalde et al., 2009). Ainda outro mecanismo inibitério inclui a ligagdo a novos
epitopos formados pelo complexo FVIII/FvW, que irda impedir a dissociagdo do
complexo, inibindo a clivagem pela trombina e proporcionando um efeito catalitico

ao induzir a clivagem proteolitica do FVIII (Astermark, 2006a).
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Val2248-Tyr2332
8er1687-Thrl695 (Leu2251-Leu2252)

Fig.5. Principais epitopos do fator VIII. Modelo esquematico que mostra os
dominios do fator VIII e a localizacdo dos principais epitopos que se ligam a
anticorpos anti FVIII, nos dominios al, A2, a2, a3, A3 e C2. Adaptado de Astermark,
2006a.

1.2.2.2. Fatores de Risco para Formagao de Inibidores

A maioria, mas nao todos os individuos que desenvolvem anticorpos anti FVIII
o fazem no inicio da vida, ap6s um numero médio de 9-12 tratamentos com fator
exogeno. Entretanto, ndo hd nenhuma idade provavel ou numero de tratamentos
realizados que fazem um individuo completamente seguro no risco de desenvolver
inibidor (Salviato et al., 2007).

Tanto fatores genéticos quanto ndo-genéticos influenciam a suscetibilidade dos
pacientes a desenvolver inibidores. Entre os fatores genéticos, o tipo de mutagdo do
gene do FVIII, a etnia, a histéria familiar de inibidor, o gendtipo HLA e
polimorfismos em genes de citocinas parecem estar envolvidos. Caracteristicas do
tratamento (tipo e pureza do concentrado de fator VIII utilizado), idade de inicio do
tratamento, doses iniciais de concentrado, cirurgias, frequéncia de infusdes antes do
desenvolvimento de inibidor, intensidade do tratamento ¢ infecgdes associadas estdao
entre os fatores ndo-genéticos (Zhang et al., 2009).

Estudos genéticos em pacientes com inibidores devem considerar as duas
areas de grande variagdo: a mutagdo que causou a doenga e o genotipo de moléculas
do seu sistema imunolégico. Geralmente, mutacdes que resultam na auséncia ou
truncamento da proteina do FVIII estdo associadas com a incidéncia maior de
formacdo de inibidor (Fakharzadeh & Kazazian, 2000). Essas mutagdes incluem as
inversoes dos introns 1 e 22, grandes delegdes ¢ mutacdes nonsense (Astermark,
2006b). A incidéncia deve ser menor em pacientes cuja mutagdo do FVIII ainda
permite que certa quantidade de FVIII esteja presente na circulagdo (Zhang et al.,

2009).
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Um banco de dados que lista as mutacdes do gene do FVIII (HAMSTeRS) foi
publicado em 1996 e ¢ regularmente atualizado. A prevaléncia de inibidores em
relacdo a diferentes mutagdes no gene do FVIII foi analisada em 912 pacientes com
hemofilia A desse banco de dados. A partir dessa analise, observa-se que mutagdes
missense, pequenas dele¢des e mutagdes em sitios de splicing sdo consideradas de
baixo risco para desenvolvimento de inibidor. As pequenas delegdes introduzem um
codon de terminagdo prematuro, o que sugere que a incidéncia de inibidor deve ser a
mesma que em mutagdes NONSENse, mas, isso ndo ocorre, provavelmente por
mecanismos de reparo que restauram a fase de leitura até uma extensdo suficiente
para producdo de pequena quantidade de fator que toleriza o paciente. A incidéncia
de inibidores em casos que possuem codons de terminagdo prematuros varia de
acordo com o éxon em que o coddon de terminacdo ocorre. Seis éxons (14, 16, 18, 23,
24, 26) somam a maioria dos inibidores (59%) (Tuddenham & Mcvey, 1998).

Segundo Tuddenham & Mcvey (1998), em um estudo comparando pacientes
graves, leves e moderados (Tabela 1), grandes delegdes ¢ mutagdes de ponto no
fendtipo grave estdo associadas com maior incidéncia de inibidor. Em contraste,
mutagdes de ponto no fenétipo leve ou moderado tém baixa incidéncia de inibidor.
Uma explicagdo para este fato ¢ que as mutagdes de ponto em pacientes graves
introduzem codons de terminagdo prematuros, que levam a falha na producdo de
FVIII detectavel no plasma, e o sistema imune considera o fator infundido como
estranho, enquanto em pacientes leves as mutagdes de ponto permitem a producdo de
pouca quantidade de proteina ou quantidade normal ndo funcional, sendo mais
tolerantes. Nesse estudo, individuos com inversdes possuem incidéncia similar de

inibidores quando comparados com individuos que possuem delegdes.
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Tabela 1. Frequéncia de inibidores por tipo de mutagao.

Genotipo Hemofilicos graves, %  Hemofilicos leves e moderados, %
Inversao 35-40 -
Insercao 8 -
Delegdo >200pb 32 -
Delegdo <200pb 6 -
Mutacgdo de ponto 23 3

Fonte: Tuddenham & Mcvey (1998).

O gendtipo do MHC do paciente também proporciona uma variacao
individual na suscetibilidade ao desenvolvimento de inibidores. Em estudos
realizados com pacientes hemofilicos A e com inversao do intron 22, alelos do MHC
classe I A3, B7 e C7 ¢ alelos do MHC classe 11 DQA0102, DQB0602 ¢ DRB1501
foram mais frequentemente encontrados em pacientes com inibidor (Oldenburg et
al., 1997; Hay et al., 1997). Outra fonte de variabilidade é o repertorio de células T
presentes em um individuo.

Embora a presenca de inibidores na maior parte dos casos esteja
correlacionada com a presenca de mutagdes graves, uma propor¢do de pacientes
desenvolve inibidores mesmo na presenca de mutagdes menos graves (Salviato et al.,
2007). Ainda, muitos pacientes com mutagdes de alto risco e genotipos desfavoraveis
nao desenvolvem inibidores, e a razdo para esse fato ndo ¢ clara (Bafunno et al.,
2009). Provavelmente isso ocorre porque eles ndo reconhecem o FVIII como
estranho ou porque o fenotipo do MHC, e¢ até mesmo de outros genes que
influenciam a resposta imune nio permite que a resposta imunoldgica inicie. E
sugerido que alguns pacientes ndo possuem a ‘combinagdo’ certa entre gendtipo do
sistema imune e o defeito da molécula do FVIII, como no exemplo da figura 6
(White et al. 2005). Varias moléculas do sistema imune podem influenciar essa
‘combinagdo’, e ndo apenas o MHC de classe II. Neste estudo serd analisada a

influéncia de outras moléculas do sistema imune na formacao de inibidores.
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Fig.6. Defeito molecular no FVIII e sequéncia do HLA no desenvolvimento de inibidor.
Dois individuos hipotéticos, um com uma mutagdo nonsense no final do dominio A3 (acima,
o sitio da mutagdo ¢ indicado pela flecha), e outro com uma mutagdo nonsense no dominio
A2 (abaixo, a flecha indica o sitio da mutacdo), sdo ilustrados. Nos dois individuos, a
molécula truncada ¢ expressa até o ponto da mutagdo. Ambos sdo homozigotos para a
molécula de classe Il HLA-DRBS, que apresenta a sequéncia YRAVTPQGR encontrada no
dominio A3 do fator VIII humano. No individuo mostrado no topo, se espera que essa
sequéncia seja reconhecida como propria. Ja no individuo abaixo, a sequéncia
YRAVTPQGR nio ¢ expressa e ndo é reconhecida como propria. Infusdes de FVIII exogeno
levariam ao reconhecimento da sequéncia YRAVTPQGR pelo HLA-DRBS, podendo
resultar na formagao de anticorpos. Alguns individuos ndo possuem a combinagdo certa de
defeito molecular e tipo de MHC para gerar resposta imune. Adaptado de: White et al.,
2005.

Polimorfismos em genes que levam a uma fungdo alterada de citocinas ou seus
receptores também podem causar um desequilibrio da resposta imune. Por exemplo,
polimorfismos nos genes da IL-4 e IL-10 sdo associados com desenvolvimento de
lapus eritematoso, miastenia gravis e granulomatose de Wegener. Ainda,
polimorfismos em genes como CTLA-4, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6 ¢ TNF-a estdo sendo
analisados em alguns estudos para verificar sua relagdo com desenvolvimento de
inibidores. Astermark (2006b) estudou um polimorfismo na regido promotora do
gene da IL-10 (alelo 134) e encontrou grande associagdo com a formagdo de

inibidores. Uma forte ligacdo entre polimorfismos no gene do TNF-a e o
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desenvolvimento de inibidor em irmaos hemofilicos também foi encontrada no
estudo MIBS (Malmo International Brother Study group) (Astermark et al., 2006).

Outro fator genético de risco para desenvolvimento de inibidores ¢é a historia
familiar prévia de produgdo dos mesmos. Em um estudo feito por Astermark et al.
(2005), foi encontrada concordancia entre familias de 78,3%. Uma maior incidéncia
de inibidor é observada entre irmaos, comparando com outros parentes hemofilicos.
Se cada membro de uma familia de hemofilicos tem a mesma mutacdo, e outros
fatores genéticos além dessas mutagdes estiverem envolvidos, o risco da formagao de
inibidor deve ser maior em irmaos hemofilicos do que em outros parentes (primos,
sobrinhos, avos, etc.). Foi reportado que o risco de um irmao de um paciente com
inibidor também desenvolver essa resposta ¢ de 50%, enquanto o risco de outro
membro da familia desenvolver ¢ de 10%. Isso suporta a hipotese de que outros
fatores genéticos, além das muta¢des que levaram a hemofilia, t€m papel no
desenvolvimento de inibidores.

A etnia também ¢ outro fator genético que pode influenciar no
desenvolvimento de inibidores, e tem sido reportada em varios estudos de meta
analise. A prevaléncia de inibidores em pacientes graves de origem afro-americana e
latina é duas vezes maior que em caucasianos (Scharrer et al., 1999). O espectro de
mutagdes do FVIII ndo difere nas ragas, entdo se acredita que a variacdo deve ser
atribuida a fatores genéticos relacionados ao sistema imunologico.

No entanto, se o desenvolvimento de inibidores fosse puramente genético,
gémeos monozigoticos deveriam apresentar o mesmo fenodtipo. Entretanto, gémeos
discordantes tém sido descritos, indicando que fatores ndo-genéticos influenciam a
resposta imune (Astermark et al., 2001).

Goudemand et al. (2006), em uma revisdo epidemioldgica sobre inibidores,
investigaram a influéncia de diferentes concentrados de FVIII na formacdo de
inibidores. Sessenta e dois pacientes foram tratados com o mesmo FVIII purificado
de plasma, contendo FvW, e 86 pacientes foram tratados com FVIII recombinante.
Pacientes tratados somente com um produto derivado de plasma tiveram menor
incidéncia (0-12.4%) do que os tratados com fator recombinante (36-38.7%).
Produtos derivados de plasma com diferentes concentragdes de FvW parecem
impedir a ligacdo do inibidor ao FVIII (Ghosh & Shetty, 2009). Em um estudo
retrospectivo na Franga, 11% dos pacientes tratados com FVIII derivado de plasma

desenvolveram inibidor, comparado com 31% em tratados com o recombinante.
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Apesar desses dados, a determinacdo da influencia do tipo de produto utilizado no
desenvolvimento de inibidor requer mais estudos em coortes mais definidas.

Outro fator de risco ndo-genético ¢ a idade de inicio do tratamento com
infusdo de FVIIL. Lorenzo et al. (2001) reportaram que a incidéncia de inibidor em
pacientes que comegaram o tratamento antes dos seis meses de idade ¢ de 41%,
comparada com 29% ao iniciar dos 6-12 meses e 12% apds um ano. O risco do
desenvolvimento ¢ maior nos primeiros 50 dias de tratamento, com reacdes mais
raras ocorrendo apds 200 dias de exposi¢do. Além disso, pacientes que se submetem
a cirurgias ou que sofrem traumas com sangramento precisam de tratamento mais
intensivo, e isso pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de inibidor, ja
que o ambiente de injuria pode ativar células do sistema imune que venham a
reconhecer o FVIII infundido (Ghosh & Shetty, 2009). Doencas infecciosas e
imunizacdo associada com a primeira infusdo de concentrados de FVIII ativam o
sistema imune da mesma forma, mas ainda mais estudos sd3o necessarios para
confirmar essa hipotese. O modo de administracdo, como uma Unica inje¢do ou
infusdo continua, também parece influenciar na formag@o de inibidores. A infusdo
continua parece oferecer mais risco para o desenvolvimento de inibidor (Zhang et al.,

2009).

1.2.2.3. Tratamento de Pacientes com Inibidor

Intervengdes terapéuticas para modular a resposta imune ao fator infundido
precisam ser consideradas, para diminuir o incomodo e a enorme implicacdo que 0s
inibidores causam na rotina dos pacientes hemofilicos. Para esse propdsito, uma
melhor compreensdao dos mecanismos envolvidos ¢ requerida. A administragdo por
longos periodos de altas doses de FVIII, referida como terapia de imunotolerancia,
parece eliminar inibidores em uma grande proporg¢do de pacientes por um mecanismo
ainda ndo esclarecido (Mariani & Kroner, 2001). E importante que essa terapia se
inicie o mais cedo possivel, quando os niveis de inibidor ainda sdo baixos, para
maximizar a chance de sucesso e minimizar os custos. Nenhuma correlacdo ¢
encontrada entre o genotipo para o FVIII e a resposta a essa terapia, embora isso seja
questionavel (Salviato et al., 2007). A terapia de imutolerancia ¢ efetiva em 70% a

80% dos casos (Dimichele, 2006). Varios tratamentos e abordagens sdo citados em
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revisdes bibliograficas. Tratamentos disponiveis para restaurar a hemostasia em
pacientes com inibidor sdo baseados na administragdio de concentrados de
protrombina ou fator VII recombiante ativado. Alternativamente, a restauracdo da
atividade do FVIII pode ser feita pela administracdo de altas doses de FVIII, em
conjunto ou ndo com a remocdo de IgG do organismo, além de terapia com
imunossupressores. A remocao do baco antes de infusdes continuas de FVIII também
reduz a resposta imune anti FVIII, provavelmente porque o bago ¢ o local onde essa
resposta imune se inicia (André et al., 2009).

Um produto concentrado de FVIII menos imunogénico também ¢ desejavel.
Dasgupta et al. (2007), relataram que a fagocitose do FVIII por células dendriticas
depende do reconhecimento de residuos de manose. Assim, FVIII sem residuos de
manose ndo ¢ capaz de estimular clones de células T humanas in vitro. Outra
abordagem seria mutar residuos dos epitopos gerados do FVIII que sdo requeridos
para a sua ancoragem no MHC II (Zhang et al., 2009).

Com a identificagdio de determinantes de risco que influenciam o
desenvolvimento de inibidores em um paciente, se poderiam identificar perfis
diferentes de suscetibilidade, que poderiam ser utilizados para selecionar um
tratamento mais adequado para cada um com intengdo de diminuir ou abolir a

formacao de inibidores.

1.3. POLIMORFISMOS NO GENE DO HLA-G E A FORMACAO DE
INIBIDORES

O antigeno leucocitario humano (HLA)-G, descrito inicialmente em 1987 por
Geraghty e colegas, pertence a familia das moléculas do HLA de classe Ib nao-
classicas, que também inclui o HLA-E e HLA-F. O gene do HLA-G, localizado no
brago curto do cromossomo seis, proximo a regido do MHC de classe I, possui
alguns alelos que exibem forte desequilibrio de ligacdo com o HLA-A. A estrutura
do gene do HLA-G ¢ idéntica ao do MHC classe I classico, que é composto por oito
éxons, sete introns ¢ uma regido 3’ ndo traduzida. No entanto, no HLA-G, um cdédon
de terminagdo no éxon 6 leva ao truncamento do segmento citoplasmatico da
proteina, que resulta na perda de 19 aminoacidos que sdo altamente conservados no

loci do HLA classico (Geraghty et al., 1987).
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O HLA-G difere das moléculas classicas do HLA pela sua diversidade
genética, expressao e fungdes. De fato, HLA-G exibe baixo nivel de polimorfismos
com apenas 36 alelos e 14 proteinas descritas, comparando com o HLA classico que
¢ altamente polimorfico (Robinson et al., 2003). O splicing alternativo do transcrito
primario do gene resulta em sete isoformas da proteina, sendo quatro isoformas
ligadas @ membrana (HLA-G1 até HLA-G4) e trés isoformas soluveis (HLA-GS5 até
HLA-G7). HLA-G1 e HLA-G2 t€m variantes solaveis que incluem 21 aminoacidos
adicionais (Carosella et al., 2000; van der Ven et al., 2000). A expressdo constitutiva
de HLA-G ligado a membrana em condi¢des ndo patologicas ¢ altamente restrita a
alguns tecidos (células do trofoblasto fetal, timo adulto, cérnea, ilhotas pancreaticas e
células eritroides), mas este gene pode ter sua expressdao induzida em outras células
em condi¢cdes patologicas como cancer, infecgdes virais, doencas autoimunes e
transplantes (Carosella et al., 2008). Em condig¢des fisiologicas, os monocitos e
células dendriticas sdo os maiores produtores de HLA-G soltvel (van der Ven et al.,
2000).

HLA-G ¢ predominantemente expresso na interface materno-fetal e foi
primariamente associado com a tolerancia materno-fetal (Rouas-Freiss et al., 1997a).
Hoje se sabe que tanto o HLA-G soluvel no plasma como o ligado a membranas
funciona como um multiplo imunorregulador, com importante fungdo
imunossupressora ¢ possivel indugdo de imunotolerancia (Favier et al., 2007). Os
niveis de HLA-G soluvel estdo aumentados no fluido amnidtico durante a gravidez,
assim como no plasma em casos de esclerose multipla, artrite reumatoide, e varios
tipos de tumores (Pistoia et al., 2007).

Varios mecanismos de inibicdo do sistema imune mediados por HLA-G t€m
sido descritos (Figura 7). Entre eles estd a inibi¢do da atividade citotoxica de
linfocitos T CD8+ e células NK (Le Gal et al., 1999; Rouas-Freiss et al., 1997b);
inibicdo da proliferacdo de células T CD4+ e liberacdo de citocinas (Bainbridge et
al., 2000; van der Meer et al., 2007); inibi¢do da progressdo do ciclo celular em
células T humanas alorreativas (Bahri et al., 2006); geragdo de novos tipos de células
regulatorias T CD4+ e T CDS8+ através da transferéncia da membrana contendo o
HLA-G das células apresentadoras de antigenos para células T ativadas (trogocitose)
(LeMaoult et al., 2007); inibigdo da diferenciagdo de células dendriticas (Ristch et
al., 2005) e estimulac¢do da secrecdo de IL-3, IL-4 ¢ IL-10 (Kanai et al., 2001). Esta

bem demonstrado que a formagdo dos inibidores contra o FVIII depende dos
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linfocitos T, através da ativacdo de células T CD4+, bem como de linfocitos B e de
citocinas produzidas. Dessa forma, tendo em vista que o HLA-G soluvel exerce
modulagdo da atividade desses linfocitos, polimorfismos no gene da molécula podem
ter implicacdo no desenvolvimento de inibidores no tratamento da hemofilia A. Os
polimorfismos no gene do HLA-G tém sido associados com varias desordens. Entre
elas o aborto espontaneo recorrente, preeclampsia, doencgas inflamatoérias e cutineas,
doengas autoimunes e alérgicas, tumores e rejeicdo de transplantes, como citam
Castelli et al. (2009). A maioria dos polimorfismos do HLA-G s@o sindnimos e nao
mudam a composi¢do de aminoacidos da proteina produzida (van der Ven et al.,

2000).
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Fig.7. Atividades imunoregulatérias mediadas pelo HLA-G. As células alvo e os
receptores nos quais o0 HLA-G soltvel se liga estdo indicados. Adaptado de: Pistoia et al.,

2007.

Apesar da reduzida variabilidade observada na regido codificadora do locus

HLA-G, um alto grau de variabilidade ¢ visto na regido promotora do gene, ¢ pode
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influenciar a ligacdo de fatores de transcrigdo especificos. Além disso, a regido 3’
ndo traduzida apresenta sitios de variacdo potencialmente associados com a
magnitude da expressdo de HLA-G (Castelli et al., 2009). Essa variabilidade pode
estar associada a algumas patologias onde o nivel de expressdo do gene do HLA-G e
o seu perfil de isoformas de mRNA difere em comparacdo com situacdes normais.

A regido 3’ ndo traduzida do gene do HLA-G ocorre tanto no DNA como no
RNA. Ela ¢ uma porg¢do da sequéncia que flanqueia a regido codificadora e que ndo ¢
traduzida para proteina, que comeca no meio do éxon 6, depois do codon de
terminagdo, e termina no éxon 8, antes do sinal de poliadenilagdo (Atwood & Parry-
Smith, 2001). Essa regido oferece uma diversidade de sequéncias de regulacdo pos
transcricional, onde um ou mais microRNAs (miRNA) se ligam a sitios regulatorios
no mRNA e reprimem a expressdo da proteina por desestabilizacdo do transcrito,
repressdo da traducdo ou ambos (Greener et al., 2002). MicroRNAs sao implicados
em um grande nimero de processos biologicos, ¢ alteragdes genéticas relacionadas a
eles provavelmente sdo responsaveis por mais doengas humanas do que se imagina.
Andlises computacionais sugerem que pelo menos 30% dos mRNAs humanos sdo
alvos de miRNAs (Bartel & Chen, 2004). Ha estudos que afirmam que miRNAs tém
preferéncia por ligagdo a alelos especificos da regido 3’ ndo traduzida do 16cus HLA-
G (Tan et al., 2007). Assim, o estudo dessa regido ¢ importante para identificar sitios
potenciais envolvidos em variagdes fenotipicas e doengas (Alvarez et al., 2009).

O polimorfismo de inser¢do/delegdo de 14pb (Harrison et al., 1993) (rs1704)
localizado na regido 3’ ndo traduzida do gene do HLA-G parece ter um importante
papel no splicing alternativo e foi associado com diferentes niveis de HLA-G solavel
no plasma (Chen et al., 2008). Ja foi encontrada associagdo entre esse polimorfismo
e a suscetibilidade a algumas doengas inflamatdrias e autoimunes. Estudos prévios
indicam que os niveis de HLA-G soluvel (HLA-Gs) sdo maiores para individuos que
sdo homozigotos para a delegdo de 14pb (Chen et al., 2008). Alelos do HLA-G que
apresentam a sequéncia de 14pb tém sido associados com a menor producdo de
mRNA e niveis mais baixos de HLA-G solavel. Assim, se pode hipotetizar que
miRNAs que se ligam especificamente a essa regido podem ser responsaveis pela
menor producdo de HLA-G (Castelli et al., 2009). Ainda, foi reportado que uma
fragdo dos mRNAs transcritos pelos alelos do HLA-G que possuem as 14pb sdo
processados e removidas as primeiras 92 bases do éxon 8, incluindo o dominio rico

em AU localizado nas 14pb que ligam miRNAs. Através dessa remogao de bases, o
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mRNA de transcritos mais curtos ¢ mais estavel que os transcritos completos
(Rousseau et al., 2003). Tendo em vista esse fato, seria esperado que individuos
homozigotos para o alelo de insercdo apresentassem maior expressdo de HLA-G,
devido a presenga dos transcritos mais estaveis. Entretanto, a estabilidade do mRNA
conferida pela inser¢do de 14pb ndo parecer ter efeito positivo na expressao de HLA-
G. Muitos estudos reportaram a associagdo entre a insercdo de 14pb e niveis mais
baixos ou até indetectaveis de HLA-G no plasma, em homozigotos para o alelo da
inser¢do. A contradi¢do entre a estabilidade dos transcritos originados pelos alelos
com 14pb e os niveis baixos de expressio de HLA-G observados nessa variante in
Vivo constitui um paradoxo (Veit & Chies, 2009).

Em outro estudo, no genotipo +14pb/+14pb o nivel de HLA-G solavel foi
muito mais baixo que nos genotipos +14pb/-14pb e -14pb/-14pb, enquanto nenhuma
diferenga foi observada entre os dois ultimos genotipos (Chen et al., 2008). Niveis
séricos de HLA-G sdo aumentados significativamente em mulheres gravidas, e
pacientes com altos niveis de HLA-Gs ap6s um transplante tém menor incidéncia de
episodios de rejeicdo (Rousseau et al., 2003). Rizzo et al. (2008) encontraram uma
frequéncia aumentada de +14pb/+14pb e uma freqiiéncia diminuida de -14pb/-14pb
em pacientes com lupus eritematoso sistémico.

Outro polimorfismo localizado na regido 3’ ndo traduzida, na posicao +3142
(rs1063320), parece alterar a ligacdo de miRNAs, influenciando assim na estrutura
do RNA e a repressdo da tradugdo mediada por miRNA (Tan et al., 2007). Esse
polimorfismo ¢ caracterizado pela troca de uma citosina por uma guanina, € também
ja foi associado com o desenvolvimento de doengas inflamatorias (Castelli et al.,
2009; Cordero et al., 2009). O SNP +3142C/G pode propiciar a ligagdo de miRNAs
especificos. Estudos in silico e funcionais mostram que a presenga de uma guanina
na posicao +3142 aumenta a afinidade dos miRNAs hsa-miR-148a, hsa-miR-148b e
hsa-miR-152 ao mRNA do HLA-G, diminuindo a sua expressao (Tan et al., 2007).
Segundo Cordero et al. (2009), esse polimorfismo, em desequilibrio de ligagdo
parcial com o polimorfismo de inser¢ao/delecdo de 14pb, pode explicar de forma
melhor as diferencas observadas na expressao protéica de HLA-G no plasma do que
o polimorfismo de 14pb, embora o papel deste no splicing alternativo ndo possa ser
esquecido. Isso poderia explicar a razdo pela qual os transcritos originados do alelo
+14pb, embora mais estaveis, ndo refletem em niveis mais altos de proteina, pois ndao

sao eficientemente traduzidos (Veit & Chies, 2009). Nesse estudo, verificamos a
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influéncia desses dois polimorfismos no desenvolvimento de inibidores em
hemofilicos A graves, com a finalidade de definir o papel do HLA-G soluvel na
regulacdo da resposta imune que envolve esse quadro. Nao ha estudos prévios que
correlacionem a expressdo do HLA-G com o desenvolvimento de inibidores no
tratamento de pacientes hemofilicos A graves. A tabela 2 mostra as frequéncias
alélicas dos dois polimorfismos estudados no gene do HLA-G em diferentes

populagdes mundiais.

Tabela 2. Frequéncias alélicas dos polimorfismos no gene do HLA-G em diferentes

populacdes.
HLA-G *14pb HLA-G +3142C/G Referéncia
Etnia Ins Del C G

Americanos 0.170 0.830 - - NCBI *
Japoneses 0.120 0.880 0.716 0.284 NCBI *
Africanos 0.430 0.570 0.693 0.307 NCBI *
Afro-americanos - - 0.543 0.457 NCBI *
Europeus 0.320 0.680 0.500 0.500 NCBI *
Brasileiros 0.370 0.630 0.420 0.580 Cordero et al., 2009

" Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp, acesso em 27 de maio de 2010.

1.4. POLIMORFISMOS NO GENE PTPN22 E A FORMACAO DE INIBIDORES

O gene da proteina tirosina fosfatase ndo receptora tipo 22 (PTPN22),
localizado no cromossomo 1pl3, codifica uma proteina tirosina fosfatase
hematopoiética de 110-kD, também conhecida como Lyp, que consiste em um
dominio fosfatase N-terminal e uma regido C-terminal longa contendo véarios
motivos ricos em prolina (Cohen et al., 1999). Proteinas tirosina fosfatases tém
diversos papéis como reguladoras negativas de cascatas de sinalizagdo estimulatorias
e sdo reconhecidas como fundamentais para a manuteng¢ao do equilibrio da resposta
imune (Siminovitch, 2004). Ha evidéncias bem estabelecidas de que a alteragdo da
expressdo ou atividade das PTPs esta envolvida na regulagdo da sinalizacdo do
receptor de células T (TCR) e causa imunopatologias em camundongos (Stanford et
al., 2010).

Para que as células T sejam ativadas, a fosforilacdo de residuos de tirosina

ocorre através de um complexo processo de sinalizacdo envolvendo proteinas
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tirosina quinases (Samelson & Klausner, 1992), tirosina fosfatases (Mustelin et al.,
1999) e uma ampla variedade de moléculas adaptadoras (Clements et al., 1999).
Essas moléculas entdo alimentam as cascatas de sinaliza¢do citoplasmaticas que
regulam fungdes celulares. PTPN22 demonstra atividade de repressdo de respostas

dependentes de células T através da associagdo com o dominio SH3 da Csk (Figura

8).
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Fig.8. Sitios potenciais e conhecidos de acdo da Lyp. Lyp age abaixo do TCR e
possivelmente do BCR (B-cell receptor) e outros receptores promotores de crescimento,
sozinha, em conjunto com a Csk, ou com c-Cbl inibindo a familia de proteinas tirosina
fosfatases Src e potencialmente outros alvos, atenuando assim a resposta imune. Adaptado

de: Siminovitch, 2004.

Conforme revisao feita por Stanford et al. (2010), trés relatos em 2004
documentaram a associacdo entre um polimorfismo de nucleotideo tinico (SNP)
C1858T (1s2476601) no éxon 14 do gene PTPN22 e diabetes tipo 1, artrite
reumatoide, lapus eritematoso sist€émico e¢ doenca de Graves. Outros relatos
encontraram associacdo entre esse polimorfismo e a doenca de Addison, vitiligo,
miastenia gravis e esclerose sistémica. A substituigdo de um nucleotideo C por T na
posicao 1858 leva a mudanga de aminoacido na proteina, no cédon 620, de arginina

para triptofano (R620W), no motivo rico em prolina, que ¢ envolvido na ligacdo ao
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dominio Csk, interrompendo esse sitio de ligagao da Lyp (Bottini et al., 2004). Essa
substituicdo aumenta a atividade fosfatase enzimatica (Vang et al., 2005). Assim, a
presencga do alelo 1858T pode levar a respostas patogénicas dependentes de células
T, ou hiperreatividade. Juntos, os dados sugerem que ha um envolvimento de
PTPN22 na suscetibilidade tanto a doengas autoimunes sistémicas como especificas
para alguns 6rgaos (Siminovitch, 2004). A tabela 3 mostra as frequéncias alélicas do

polimorfismo estudado no gene PTPN22 em diferentes popula¢des mundiais.

Tabela 3. Frequéncias alélicas do polimorfismo no gene PTPN22 em diferentes

populagdes.
PTPN22 C1858T Referéncia
Etnia C T
Japoneses 0.978 0.022 NCBI *
Africanos 0.033 0.967 NCBI *
Europeus 0.858 0.142 NCBI *
Brasileiros 0.948 0.052 Chagastelles et al.,
2010

" Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp, acesso em 27 de maio de 2010.

A frequéncia do alelo 1858T foi estimada em 5.2% em controles em um
estudo realizado no Brasil (Chagastelles et al., 2010), onde se encontrou associagdo
entre o alelo e o desenvolvimento de diabetes tipo 1. Segundo Bafunno et al. (2009),
as frequéncias alélicas observadas para o polimorfismo PTPN22 C1858T nao
diferem significativamente entre pacientes hemofilicos com inibidor e pacientes sem

inibidor.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo faz parte de um projeto maior onde estdo sendo estudados a
influéncia de polimorfismos em diferentes genes envolvidos na regulacdo do sistema

imune no desenvolvimento de inibidores em pacientes com hemofilia A grave.
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Investigar a associa¢do independente dos polimorfismos no gene do HLA-G
(inser¢do/delecdo de 14pb e SNP +3142C/G) e no gene PTPN22 (SNP
C1858T) com o desenvolvimento de inibidores em hemofilicos A graves do
sul do Brasil.

Medir o desequilibrio de ligag@o entre os polimorfismos inser¢cao/delecao de
14pb e SNP +3142C/G, verificando os possiveis haplotipos e diplotipos
existentes e a relagdo destes com o desenvolvimento de inibidores.

Estimar o risco de desenvolvimento de inibidores considerando a interagdo

dos polimorfismos estudados e a presenca das inversdes nos introns 1 e 22.
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Polimorfismos em Genes Envolvidos na Regulagédo do Sistema Imune e o Risco

de Desenvolvimento de Inibidores em Hemofilicos A Graves do Sul do Brasil

Clévia Rosset, Daiane Agostini, Leonardo Barbosa Leiria, Francisco Mauro Salzano, Eliane
Bandinelli.

Resumo

A hemofilia A ¢ uma desordem hemorragica causada pela deficiéncia da atividade do
fator VIII da coagulacdo (FVIII). O tratamento envolve terapia de reposicdo do
FVI, que ¢ efetiva na maioria dos casos. Entretanto, uma das principais
complicagdes que ocorre no tratamento desses pacientes ¢ a formacao de anticorpos
(inibidores) que inibem a atividade coagulante do fator infundido. Fatores genéticos
como a presenca de inversoes nos introns 1 e 22 no gene do FVIII contribuem
consideravelmente para o risco de desenvolver inibidores. O genotipo HLA e de
outros genes que regulam o sistema imune também tem papel importante no quadro.
O objetivo deste estudo ¢ avaliar se os polimorfismos de insercdo/delecdo de 14pb
(rs1704) e do SNP +3142C/G (rs1063320) no gene HLA-G ¢ do SNP CI1858T
(rs2476601) no gene PTPN22 podem conferir suscetibilidade ao desenvolvimento de
inibidores em pacientes com hemofilia A grave. Foram estudados 171 pacientes
eurodescendentes com hemofilia A grave, previamente genotipados para as inversoes
nos introns 1 e 22. Os polimorfismos foram genotipados por PCR (Ins/Del 14pb) ou
PCR/RFLP (SNPs). As frequéncias genotipicas e alélicas em pacientes com
inibidores ndo foram significativamente diferentes das observadas no grupo sem
inibidores, para os trés polimorfismos estudados. Nao houve interacdo entre qualquer
das variantes genéticas e a presenca de inversdes no desenvolvimento de inibidores.
Além disso, nenhuma relacdo foi encontrada entre combinagdes especificas dos
alelos do HLA-G e a producdo de anticorpos. Os resultados obtidos sugerem a falta
de associacdo entre os polimorfismos HLA-G +14pb, HLA-G +3142C/G e PTPN22

C1858T ¢ o desenvolvimento de inibidores em nossa populagdo de estudo.

Introducédo

A hemofilia A ¢ uma desordem hemorragica causada pela deficiéncia funcional

do fator VIII (FVIII), que na sua forma ativa ¢ essencial para o funcionamento
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normal da coagula¢do sanguinea. A reducdo da atividade do FVIII ocorre por
alteracdes no gene que o codifica. Essa diminuicdo da atividade dificulta a geragao
de trombina e resulta na auséncia da consolida¢do do coagulo de fibrina, com falha
no reparo da lesdo endotelial. O padrdao de heranca da doenga ¢ recessivo ligado ao
X, e afeta aproximadamente 1 em cada 5000 nascimentos masculinos, com
incidéncia similar em diferentes paises e populagdes [1].

A gravidade da hemofilia A varia dependendo da natureza da mutacdo do gene
do FVIII. Aproximadamente dois ter¢os dos pacientes sdo hemofilicos A graves
porque possuem menos de 1% de FVIII funcional circulante. Hemofilicos A
moderados possuem de 1-5% de FVIII funcional, enquanto leves de 5-40% [2]. O
tratamento dos pacientes acometidos envolve terapia de reposi¢do do FVIII,
utilizando-se preparagdes derivadas de plasma humano, como o FVIII purificado, ou
o obtido por técnicas de DNA recombinante [3]. A terapia de substituigdo ¢ efetiva
na maioria dos casos. Entretanto, 25-30% dos pacientes graves e 5% das outras
formas serdo refratarios ao tratamento, e iniciardo a formagao de anticorpos contra o
fator VIII infundido, denominados inibidores [4]. Esses inibidores, frequentemente
do subtipo IgGy, tornam o tratamento ineficaz e representam a complicacdo mais
severa apresentada durante o tratamento dos pacientes hemofilicos [5]. A incidéncia
de inibidores em diferentes populagcdes de hemofilicos A ¢ muito ampla, variando de
7 a 30% [6], sendo que no Brasil ela foi estimada em torno de 20% [7].

O mecanismo de formacdo dos inibidores ainda ndo esta totalmente
elucidado. Tanto fatores genéticos (tipo de mutacdo do gene do FVIIIL, etnia, histéria
familiar de inibidor, gen6tipo HLA e polimorfismos em genes de citocinas) quanto
nao-genéticos (tipo de concentrado utilizado, idade de inicio do tratamento, doses
iniciais de concentrado, cirurgias, frequéncia de infusdes antes do desenvolvimento
de inibidor e infeccdes associadas) influenciam a suscetibilidade dos pacientes a
desenvolver inibidores [3]. O tipo de muta¢@o no gene do fator VIII parece contribuir
consideravelmente para o risco [8], sendo as inversdes dos introns 1 e¢ 22 em
pacientes graves as mais associadas com o quadro. Estudos também encontram
associagdo entre o gendtipo do antigeno leucocitario humano (HLA) de classe II do
paciente e polimorfismos em genes de citocinas com o desenvolvimento de
inibidores [9-11]. Outros genes envolvidos na regulagdo do sistema imune também

podem interferir na formagao dos inibidores.
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O HLA-G, cuja expressao foi descrita inicialmente no citotrofoblasto durante
a gravidez, pertence a familia das moléculas do HLA de classe Ib ndo-classicas [12].
O splicing alternativo do transcrito primario do gene do HLA-G gera isoformas de
proteina soltveis (HLA-G5 a HLA-G7) e ligadas 8 membrana (HLA-G1 a HLA-G4)
[13]. Tanto o HLA-G soluvel no plasma como o ligado a membrana funciona como
um multiplo imunorregulador, com importante fungdo imunossupressora e possivel
indugdo de imunotolerancia [14], através da inibi¢do de células NK e linfocitos T
citotoxicos, inibicdo da proliferagdo de células T CD4+ e liberacdo de citocinas,
geracdo de novos tipos de células regulatorias T CD4+ e T CD8+ através da
transferéncia da membrana contendo o HLA-G das células apresentadoras de
antigenos para células T ativadas (trogocitose) e inibi¢do da diferenciacdo de células
dendriticas. Muitos estudos associam a menor expressdao de HLA-G solavel com
rejeicdo a transplantes, cancer, doengas inflamatorias e autoimunes [15]. Um
polimorfismo de inser¢do/delegdo de 14pb (rs1704) [16] localizado na regido 3’ ndo
traduzida do gene parece ter um importante papel no splicing alternativo e foi
associado com diferentes niveis de HLA-G soluvel no plasma [17]. Outro
polimorfismo localizado nessa regido, na posi¢do +3142 (rs1063320), parece alterar
a ligagdo de microRNAs, influenciando, assim, a expressao de HLA-G solavel [18].

A proteina tirosina fosfatase ndo receptora tipo 22 (PTPN22), também
conhecida como Lyp, ¢ fundamental para a manuten¢do do equilibrio da resposta
imune [19,20]. Ela regula a sinalizagdo através do receptor de células T, atenuando a
ativagdo das mesmas. Um polimorfismo no éxon 14 do gene PTPN22, C1858T
(rs2476601), foi associado com o desenvolvimento de doencas inflamatoérias [21].

O objetivo deste estudo ¢ investigar se os polimorfismos no gene do HLA-G
(insercdo/delecdo de 14pb e SNP +3142C/G) e no gene PTPN22 (SNP C1858T)
podem conferir suscetibilidade ao desenvolvimento de inibidores em pacientes com

hemofilia A grave.

Materiais e métodos

Pacientes e amostras
A amostra de estudo inclui 171 pacientes hemofilicos A graves, sendo que

setenta e trés possuem a inversao do intron 22 e sete possuem a inversao do intron 1
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[22]. Os pacientes sdo provenientes do Laboratorio de Hemostasia do Departamento
de Genética da UFRGS e do HEMOCENTRO-RS. Todos os participantes sao
eurodescendentes e foram testados para a presenga de inibidor apds o tratamento. A
presencga e a quantificacdo de inibidores anti FVIII foi feita pelo método Bethesda
modificado [23]. O DNA gendmico dos pacientes foi extraido de amostras de sangue
periférico por método ndo enzimatico conforme descrito por Lahiri & Nurnberger
[24]. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul e todos os pacientes ou seus representantes legais assinaram um termo

de consentimento livre e esclarecido.

Analise genética

Para genotipagem do polimorfismo da insercao/delecao de 14pb, foi realizada
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com o DNA gendmico obtido. Os produtos de
PCR amplificados foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%,
corado com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta. O alelo com a
inser¢do de 14pb gera um fragmento de 224pb, enquanto o alelo com a delegdo gera
um fragmento de 210pb. O polimorfismo +3142 C>G foi genotipado por PCR/RFLP,
utilizando a enzima de restricdo BaeGl. Os produtos gerados pela clivagem foram
analisados em eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e
visualizado sob luz ultravioleta. O alelo C gera um fragmento intacto de 406pb,
enquanto o alelo G gera fragmento de 316 e outro de 90pb. Os primers e as
condi¢des de PCR utilizadas para genotipagem dos dois polimorfismos sdo os
mesmos descritos por Cordero et al. [25]. Para genotipagem do polimorfismo
C1858T no gene PTPN22, um fragmento de 218pb que contém essa regido foi
amplificado segundo condigdes especificadas por Zheng & She [26]. Os produtos
amplificados foram digeridos com 5 unidades de Rsal, e os produtos gerados
analisados em eletroforese em gel de poliacrilamida 6%. O alelo mutante 1858T nao
pode ser digerido e resulta em um fragmento de 218pb, enquanto o alelo 1858C

resulta em um fragmento de 176pb e um de 46pb.

Testes estatisticos
O teste de qui-quadrado foi utilizado para comparar as frequéncias alélicas
dos polimorfismos estudados entre pacientes com e sem inibidores. Andlises de

regressao logistica uni e multivariadas foram empregadas para estimar o risco de
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desenvolvimento de inibidores. Os programas utilizados para calculos foram o SPSS
18 e o BioEstat 5.0.
O programa MLocus foi utilizado para analise de desequilibrio de ligagdo,

analise de haplotipos e diplotipos para os polimorfismos no gene do HLA-G.

Resultados

Entre os pacientes estudados, cinquenta ¢ um desenvolveram inibidores,
sendo que apenas seis apresentaram altos titulos (>5UB ml™). Tanto o grupo de
pacientes com inibidor como o grupo sem inibidor apresentou distribuicdo genotipica
consistente com a predita pelo equilibrio de Hardy-Weinberg, para os trés
polimorfismos analisados. A tabela 1 mostra a distribuicdo genotipica e as
frequéncias alélicas obtidas para os polimorfismos HLA-G Ins/Del 14pb, HLA-G
+3142C/G e PTPN22 C1858T. A frequéncia do alelo da inser¢dao de 14pb foi um
pouco maior entre os individuos com inibidor, mas ndo atingiu significancia
estatistica (Ins = 0,47 vs. 0,40; p = 0, 449). Analisando o SNP HLA-G +3142C/G,
nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre a distribuicdo alélica e
genotipica de cada um dos grupos. Do mesmo modo, as frequéncias observadas para
o polimorfismo PTPN22 CI1858T ndo diferem significativamente entre pacientes
com inibidores e sem inibidores. O gendtipo T/T ndo foi observado em nossa
populagdo de estudo.

Considerando somente os pacientes que possuem as inversoes dos introns 1 e
22 (n = 80), os polimorfismos HLA-G Ins/Del 14pb (p =0, 642), HLA-G +3142C/G
(p = 0,692) ¢ PTPN22 CI1858T (p = 0,659) também nao influenciaram o
desenvolvimento de inibidores. Ainda, ndo houve interagdo entre qualquer dos
polimorfismos estudados e a presenca de inversdes no desenvolvimento de
inibidores.

Na andlise multivariada, controlando-se para a presenca das inversoes,
nenhum dos polimorfismos foi considerado fator de risco para o desenvolvimento de
inibidores. A presenca do alelo da inser¢do no polimorfismo HLA-G +14pb (modelo
dominate) tambem ndo ¢é fator de risco (p = 0,641), assim como a preseng¢a do alelo
G no polimorfismo HLA-G +3142C/G (p = 0,196). Também ndo foi encontrada
associacdo entre o risco de desenvolvimento de inibidores e o alelo da insercdo de
14pb em homozigose (modelo recessivo, p = 0,177) e o alelo G em homozigose

(p= 0,807).
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Tabela 1. Distribuigdo dos polimorfismos em pacientes hemofilicos A graves com ¢

sem inibidores.

Genotipo/Alelo Inibidor positivo Inibidor negativo p*
HLA-G Ins/Del (N=51) (N=120)
14pb
+14pb/+14pb 0,216 (11) 0, 167 (20) 0, 442
+14pb/-14pb 0,510 (26) 0, 458 (55)
-14pb/-14pb 0,274 (14) 0,375 (45)
Alelo insercéo 0,470 (48) 0, 400 (95) 0, 449
Alelo delegao 0, 530 (54) 0, 600 (145)
HLA-G +3142C/G
CcC 0,137 (7) 0,217 (26) 0,474
CG 0, 530 (27) 0, 467 (56)
GG 0,333 (17) 0,316 (38)
Alelo C 0, 400 (41) 0, 450 (108) 0,475
Alelo G 0, 600 (61) 0,550 (132)
PTPN22 C1858T
(Arg620Trp)
CcC 0,765 (39) 0, 750 (90) 0, 991
CT 0,235 (12) 0,250 (30)
TT 0 0
Alelo C 0, 880 (90) 0, 880 (210) 0, 838
Alelo T 0,120 (12) 0, 120 (30)

N = nimero de inidividuos.

* XZ
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Os polimorfismos HLA-G =14pb e HLA-G +3142C/G encontram-se em
desequilibrio de ligacdo parcial, com valor de D’ = 0,660. A frequéncia dos possiveis
haplotipos apresentados pelos grupos com e sem inibidores para esses polimorfismos
¢ apresentada na tabela 2. Nao houve indica¢do de associacdo entre os haplotipos
encontrados e o desenvolvimento de inibidores (p = 0,353). Dentre os quatro
haplotipos observados, o haplétipo H1 parece ser mais frequente em pacientes com
inibidores. Entretanto, a andlise multivariada revelou que ele ndo ¢ fator de risco para
desenvolvimento de anticorpos contra o FVIII (p = 0,093).

A tabela 3 mostra os diplotipos encontrados para os dois grupos de pacientes,
para os mesmos polimorfismos no gene do HLA-G. Novamente, ndo foram obtidos
resultados estatisticamente significativos na comparagido dos diplotipos entre os dois
grupos, indicando a auséncia de associagdo dos mesmos com o desenvolvimento de

inibidores.

Tabela 2. Frequéncias dos haplotipos encontrados em pacientes com ¢ sem

inibidores, para os polimorfismos no gene do HLA-G.

Haplotipos Alelos Inibidor positivo (N)  Inibidor negativo (N) p*
+14pb +3142C/G

H1 Ins G 0,450 (46) 0,350 (84)

H2 Ins C 0,020 (2) 0,046 (11) 0,353

H3 Del G 0,140 (14) 0,200 (48)

H4 Del C 0,390 (40) 0,404 (97)

N = niimero de individuos

* XZ

42



Tabela 3. Frequéncias dos diplotipos encontrados em pacientes com e sem

inibidores, para os polimorfismos no gene do HLA-G.

Diplétipo® Inibidor positivo (N) Inibidor negativo (N) p*

H1HI 0,180 (9) 0,100 (12)

H1H2 0,020 (1) 0,040 (5)

H1H3 0,100 (5) 0,130 (16)

H1H4 0,430 (22) 0,330 (39) 0,442
H2H2 0 0,030 (3)

H2H4 0,020 (1) 0

H3H3 0,040 (2) 0,080 (10)

H3H4 0,100 (5) 0,100 (12)

H4H4 0,110 (6) 0,190 (23)

a Qs possiveis diplotipos nédo citados apresentam frequéncia igual a zero
N = ntmero de individuos

*XZ

Discussao e conclusao

As doencas hemorragicas sdo patologias graves que causam grande
comprometimento na qualidade de vida dos pacientes acometidos. O esclarecimento
dos mecanismos que envolvem tais doengas ¢ muito importante para que se possam
buscar formas de prevenc¢do, alivio dos sintomas ou tratamentos mais eficientes. A
capacidade de prever quais pacientes hemofilicos possuem risco de desenvolver
inibidores pode permitir que seja iniciada precocemente uma terapia de
imunotolerancia ou imunossupressao naqueles com maior risco, diminuindo a chance
de formacdo dos anticorpos anti FVIII.

A capacidade de montar uma resposta imunoldgica contra o FVIII depende da
presenga de linfocitos B e T especificos, além de moléculas do MHC de classe II que
o apresentem. Estudos genéticos em pacientes com inibidores devem considerar as
duas areas de grande variacdo: a mutacdo que causou a doenga e o gendtipo de
moléculas do seu sistema imunologico. A incidéncia de inibidores deve ser menor
em pacientes cuja mutacdo do FVIII ainda permite que certa quantidade de antigeno
de FVIII esteja presente na circulagdo [3]. Os defeitos mais comuns que ocorrem no
gene do FVIII sdo as inversdes dos introns 1 e 22, que ocorrem em 2-5% e 30-50%

dos pacientes graves, respectivamente [27,28]. A presenca de inversdes do gene do
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FVIII provoca auséncia da proteina do FVIII no plasma, e ndo ¢ o fator que mais
predispde ao desenvolvimento de inibidores; entretanto, maior nimero de pacientes
com hemofilia A grave e inversdoes do gene desenvolvem inibidores, comparando
com pacientes graves sem as inversdes [29]. Apesar disso, em nossa populagdo de
estudo, as inversoes nao foram consideradas fatores de risco para o desenvolvimento
de inibidores [22].

O gendtipo do MHC do paciente também proporciona uma variagdo individual
na suscetibilidade ao desenvolvimento de inibidores. Esse gendtipo determina se
peptideos derivados do FVIII vao ser apresentados para as células T, iniciando a
resposta imunolégica. Em estudos realizados com pacientes hemofilicos A e com a
inversao do intron 22, alelos da classe MHC I A3, B7 e C7 ¢ alelos da classe MHC 11
DQAO0102, DQB0602 e DR15 foram mais frequentemente encontrados em pacientes
com inibidor [9,10]. Polimorfismos em genes de citocinas ou seus receptores também
podem causar um desequilibrio da resposta imune. Polimorfismos em genes como
CTLA-4, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6 e TNF-a foram analisados em alguns estudos para
verificar sua relacdo com desenvolvimento de inibidores. Uma forte ligacdo entre
polimorfismos no gene do TNF-a e da IL-10 e o desenvolvimento de inibidor em
irmaos hemofilicos foi encontrada [11,30].

Muitos pacientes com mutacdes de alto risco e gendtipos desfavoraveis nao
desenvolvem inibidores, e a razdo para esse fato ndo € clara [31]. Provavelmente isso
ocorre porque eles nao reconhecem o FVIII como estranho ou porque o gendtipo do
MHC, e até mesmo de outros genes que influenciam a resposta imune ndo permitam
que tal resposta inicie [32]. Neste estudo, abordamos o papel do MHC ndo classico
(HLA-G) e de uma glicoproteina tirosina fosfatase na formagdo de inibidores em
pacientes hemofilicos do sul do Brasil.

A estrutura do gene do HLA-G ¢ idéntica ao do MHC classe I, mas difere
pela sua diversidade genética, expressao e fungdes. O HLA-G exibe baixo nivel de
polimorfismos com apenas 36 alelos e 14 proteinas descritas [33]. Tanto a isoforma
soltivel como a ligada a membrana funciona como um multiplo imunossupressor
[14]. As moléculas de HLA-G soluvel interferem tanto na resposta imune inata como
na adaptativa, e constituem um alvo interessante a ser avaliado no desenvolvimento
de inibidores. Esta bem demonstrado que a formagao dos inibidores contra o FVIII
depende dos linfocitos T, através da ativacdo de células T CD4+, bem como de

linfocitos B e de citocinas produzidas. Dessa forma, tendo em vista que o HLA-G
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soluvel exerce modulacdo da atividade desses linfocitos, polimorfismos no gene da
molécula podem ter implicagdo no desenvolvimento de inibidores no tratamento da
hemofilia A. Os polimorfismos no gene do HLA-G tém sido associados com vérias
desordens. Entre elas o aborto espontdneo recorrente, preeclampsia, doengas
inflamatorias e cutaneas, doengas autoimunes e alérgicas, tumores e rejeicdo de
transplantes [34].

Apesar da reduzida variabilidade observada na regido codificadora do locus
HLA-G, a regido 3’ ndo traduzida apresenta sitios de variagdo potencialmente
associados com a magnitude da expressao de HLA-G [34]. Essa regido oferece uma
diversidade de sequéncias de regulagdo pods transcricional, onde, depois da
transcri¢do, um ou mais microRNAs (miRNA) se ligam a sitios regulatorios e
reprimem a expressdo da proteina por desestabilizacdo do transcrito, repressdo da
traducdo ou ambos [35]. MicroRNAs sdo implicados em um grande niimero de
processos biologicos, e alteragdes genéticas relacionadas a eles provavelmente sdo
responsaveis por mais doencas humanas do que se imagina até entdo. Ha estudos que
afirmam que miRNAs tém preferéncia por ligagdo a alelos especificos da regido 3’
ndo traduzida do l6cus HLA-G [18]. Assim, o estudo dessa regido ¢ importante para
identificar sitios potenciais envolvidos em variag¢des fenotipicas e doengas.

O polimorfismo de inser¢ao/delecdo de 14pb na regido 3’ ndo traduzida ja foi
associado com a suscetibilidade a algumas doencgas inflamatorias e autoimunes [25].
Estudos prévios indicam que os niveis de HLA-G soluvel (HLA-Gs) sdo maiores
para individuos que sdo homozigotos para a dele¢ao de 14pb [17]. Alelos do HLA-G
que apresentam a sequéncia de 14pb tém sido associados com uma menor produgdo
de mRNA e niveis mais baixos de expressdo de HLA-Gs. Assim, se pode hipotetizar
que miRNAs que se ligam especificamente a essa regido possam ser responsaveis
pela menor producdo de HLA-G [34]. Outros estudos confirmam que no genotipo
+14pb/+14pb o nivel de HLA-G soltivel ¢ muito mais baixo que nos genotipos
+14pb/-14pb e -14pb/-14pb, enquanto nenhuma diferenca foi observada entre os dois
ultimos gendtipos [17]. Niveis séricos de HLA-G estdo aumentados
significativamente em mulheres gravidas, e pacientes com altos niveis de HLA-Gs
apos um transplante tém menor incidéncia de episodios de rejeicdo [36]. Rizzo et al.
encontraram uma freqiiéncia aumentada de +14pb/+14pb e uma frequéncia
diminuida de -14pb/-14pb em pacientes com lupus eritematoso sistémico [37]. O

SNP localizado na posicao +3142 parece alterar a ligagdo de miRNAs ao transcrito
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do HLA-G, influenciando assim na estrutura do RNA e a repressdo da tradugéo
mediada por miRNA. Esse polimorfismo ¢ caracterizado pela troca de uma citosina
por uma guanina, ¢ pode propiciar a ligagdo de miRNAs especificos. Estudos in
silico e funcionais mostram que a presenga de uma guanina na posi¢do +3142
aumenta a afinidade dos miRNAs hsa-miR-148a, hsa-miR-148b ¢ hsa-miR-152 ao
mRNA do HLA-G, diminuindo a sua expressao [18]. Esse polimorfismo também foi
associado com o desenvolvimento de doencas inflamatorias [34,25]. Apesar da
expressdo de HLA-G estar associada com essas diversas situagdes, nosso estudo ndo
encontrou diferencas significativas entre pacientes com inibidores e sem inibidores
para os dois polimorfismos testados. Nem mesmo os possiveis haplotipos e
diplotipos apresentados tiveram relagdo com a formagdo de inibidores. Nao ha
estudos prévios que correlacionem a expressdo do HLA-G com o desenvolvimento
de inibidores no tratamento de pacientes hemofilicos A graves.

PTPN22 atua na regulagdo da sinalizacdo do receptor de células T (TCR),
atenuando a resposta imune. Stanford et al. [21] relatam a associagdo entre o
polimorfismo C1858T no éxon 14 do gene PTPN22 e diabetes tipo 1, artrite
reumatoide, lupus eritematoso sistémico e doenca de Graves, em 2004. Outros
relatos encontraram associa¢do entre esse polimorfismo ¢ a doenca de Addison,
vitiligo, miastenia gravis e esclerose sistémica. Em um estudo prévio de nosso grupo,
encontrou-se associacdo entre esse polimorfismo e o desenvolvimento de diabetes
tipo 1 [38]. A substituicdo de um nucleotideo C por T na posi¢do 1858 leva a
mudanga de aminoacido na proteina, no cdédon 620, de arginina para triptofano
(R620W), interrompendo o sitio de ligacdo da Lyp [39]. Com isso, a presenca do
alelo 1858T pode levar a respostas patogénicas dependentes de células T, ou
hiperreatividade. Na analise desse polimorfismo em pacientes hemofilicos A graves
com e sem inibidores ndo foi observada uma diferenca significativa que o associasse
com o desenvolvimento de inibidores. Esse resultado é consistente com o observado
em um estudo prévio realizado em uma populagdo de europeus [32].

Enfim, nossos resultados indicam que os polimorfismos investigados ndo sio
fatores de risco para o desenvolvimento de inibidores, em nossa populac¢do de estudo.
A formacdo dos anticorpos anti FVIII ¢ um processo multifatorial, e fatores ndo-
genéticos também podem estar envolvidos. Outros estudos sdo necessarios para
melhor compreensdo dos fatores de risco imunolédgicos, genéticos ¢ ambientais que

influenciam a patogénese do desenvolvimento de inibidores. A imunogenicidade do
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FVIII ¢ intrigante, ¢ desvendar o mecanismo dessa resposta imune seria um grande
passo para o desenvolvimento de formas de diagndstico e terapias mais adequadas

para o tratamento de pacientes com hemofilia A.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos em nosso estudo indicam que os polimorfismos
investigados ndo sdo fatores de risco para o desenvolvimento de inibidores, e
sugerem auséncia de associacdo entre os polimorfismos na regido 3’ ndo traduzida do
gene do HLA-G e do polimorfismo C1858T em PTPN22 com o desenvolvimento de
inibidores em hemofilicos A graves do sul do Brasil. Este foi o primeiro estudo a
analisar os polimorfismos no gene do HLA-G em hemofilicos A com e sem
inibidores. E possivel que outras variantes genéticas nos genes estudados possam
estar envolvidas no desenvolvimento de inibidores. Ainda, devido a grande
diversidade das moléculas do HLA em humanos, é dificil encontrar correlacdes em
amostras tdo pequenas como a de hemofilicos.

A formacdo de inibidores anti FVIII é uma caracteristica multifatorial e a
identificacdo dos fatores de risco para sua ocorréncia ¢ fundamental para oferecer
cuidados adequados aos afetados, revertendo ou prevenindo a sua formagdo, ja que
afetam o custo, mortalidade ¢ morbidade de um paciente. Outros estudos que
envolvam os fatores de risco imunologicos, genéticos ¢ ambientais sdo necessarios

para melhor compreensdo da patogénese da formacao de inibidores.
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