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RESUMO

Foi realizada inicialmente uma revisdo sobre o processo de hemostasia, as
caracteristicas da hemofilia A, e os fatores que influem na formacéo de inibidores
contra o Fator VIII, um dos principais problemas na terapéutica de reposicao do
mesmo em hemofilicos A graves. Posteriormente, visando verificar possiveis
suscetibilidades genéticas no desenvolvimento de tais anticorpos, foram descritos
estudos envolvendo 154 hemofilicos A graves localizados no Rio Grande do Sul,
47 com e 107 sem inibidores. A pesquisa envolveu 10 polimorfismos em cinco
sistemas relacionados a resposta imune (IL4, IL4R, IL10, TNFa e TNFR1). Trés
desses polimorfismos (IL4R 1902A>G, TNFa -863A>C, e TNFR1 303A>G) nunca
haviam sido estudados dentro desse contexto. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nas prevaléncias desses polimorfismos entre as
duas séries, em concordancia com algumas, mas ndo todas as investigacoes
prévias. A questdo de por que alguns pacientes desenvolvem tais inibidores, mas

outros nao, permanece em aberto.



ABSTRACT

A review was initially made on the hemostatic process, the characteristics of
hemophilia A, and the factors that influence the formation of inhibitors against
Factor VIII, one of the main problems that exist in the therapeutics of its
replacement in severe hemophilia A patients. Afterwords, in an attempt to verify
possible genetic susceptibilities in the development of such antibodies, a
description was made of studies involving 154 severe hemophilia A subjects living
in Rio Grande do Sul, 47 with and 107 without inhibitors. The research included 10
polymorphisms in five systems related to the immune response (IL4, IL4R, IL10,
TNFa and TNFR1). Three of them (ILAR 1902A>G, TNFa -863A>C, and TNFR1
303A>G) had never been studied in this context. No statistical significant
differences were found between the two series, in agreement with some, but not all
previous investigations. The question of why some, but not all severe hemophilia A

patients develop anti-Factor VIII antibodies remain open.



CAPITULO 1

INTRODUCAO




1.1. A Hemostasia

1.1.1. Introducéo

O sangue é responsavel por diversas fungdes importantes no
organismo, as quais mantém constantes e normais as condi¢des internas do
corpo. Entretanto, para a manutencdo de todas essas fungbes, o sangue
precisa permanecer fluido dentro do sistema circulatorio. No caso de ocorrer
um extravasamento de sangue dos vasos ou do sangue ndo permanecer
liquido, surgem certas modificacbes que estancam o sangramento ou atuam
na fluidez sanguinea. Esse conjunto de alteracfes fisioldgicas é conhecido
como hemostasia (Tuddenham & Cooper, 1994). Se qualguer uma dessas
mudancas ocorrer de maneira desregulada, a hemostasia € comprometida,
podendo resultar na perda excessiva de sangue ou na formacéo 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 formac¢do do coagulo
(coagulagéo) e a sua degradacéo (fibrindlise) (Marcus & Safier, 1993). A
hemostasia primaria estanca o sangramento através da formacdo do tampéao
ou trombo plaquetario; a hemostasia secundéaria forma uma rede de fibrina
(codgulo) encarregada de estabilizar o trombo. O processo hemostatico
envolve quatro etapas: 1. vasoconstricdo no sitio de injuria vascular; 2.

formacédo do tampé&o de plaguetas (adeséo, ativacao e agregacao plaquetéria);
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3. ativacdo da cascata de coagulacao sanguinea, levando a formacao da rede
de fibrina; e 4. dissolucéo da rede de fibrina.

A lesdo do endotélio do vaso expde o colageno subendotelial as
plaguetas circulantes e estimula a adesdo plaquetaria. Esta ligacdo €
estabilizada pelo Fator von Wilebrand (FvW), um multimero produzido
normalmente pelas células do endotélio. Depois de aderidas, as plaquetas
sofrem a acdo de substancias ativadoras e liberam o contedudo de seus
granulos, o que provoca o recrutamento de outras plaquetas que adquirem a
capacidade de se ligar umas as outras (agregacéo plaquetéria), formando um
tampao celular. As plaquetas ativadas ainda expbéem em sua membrana
fosfolipidios essenciais para as reacdes da formacdo da rede de fibrina
(coagulacéo), que ocorrem paralelamente a agregacdo plaquetaria. O carater
essencial desse processo de coagulacdo é que uma proteina circulante,
solavel no plasma, o fibrinogénio, transforma-se em fibrina, o coagulo sélido,
gue estabiliza o trombo plaquetario (Marcus & Safier, 1993).

De acordo com o ponto de vista classico da coagulacdo, este é o
evento final apds duas sequéncias de reacdes principais: 1. conversao da
protrombina em trombina através da acdo da tromboplastina e dos ions célcio
e 2. transformacédo do fibrinogénio em fibrina sob a influéncia da trombina,
sendo envolvidas varias etapas e a ativacao de vérios fatores de coagulacéo
em cada uma das reacdes (Tuddenhan & Cooper, 1994). Esses fatores de

coagulacdo séo interdependentes para que se forme um codagulo, logo, a
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deficiéncia de um ou mais fatores pode resultar em uma resposta hemostatica

anormal.

1.1.2. O Mecanismo de Coagulacao Sanguinea

1.1.2.1. A Via Classica da Cascata de Coagulagéo

Em 1964 foi proposta a via classica para explicar a fisiologia da
coagulacdo do sangue (Macfarlane e Davie & Ratnoff, 1964). Esta via
compreende as cascatas de ativacdo das vias intrinseca e extrinseca. A
via intrinseca, também chamada de via do contato mediada por
superficie negativa, ou ainda via do Fator Xll, tem papel na sustentagéo
e na manutenc¢éo do processo sob sua ativacdo. J& a via extrinseca, ou
via do fator tecidual, constitui o principal e mais rapido mecanismo que
leva a geracdo de trombina (Opal & Esmon, 2003). Nas duas vias
atuam cerca de 20 fatores plasmaticos, quase todos de natureza
protéica, sendo majoritariamente enzimas que circulam em estado néo
ativado (zimogénios) no sangue, suscetiveis a ativagcdo em cascata
pelo fator anterior ativo (Figura 1). O sistema funciona como uma
cascata amplificadora: o fator que da inicio ao processo estd em
pequeno ndamero, mas é capaz de ativar um ndmero muito maior do
proximo fator da cascata, e assim sucessivamente. Varios processos de

retroalimentacdo, tanto positivos quanto negativos, regulam essa

cascata de coagulagéo (Broze, 1995).
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Na via extrinseca, a lesdo do vaso faz com que as células
endoteliais liberem fator tecidual (TF), também conhecido como
tromboplastina. Esse TF, por sua vez, liga-se as formas zimogénicas do
Fator VIl presentes no sangue. Essa ligacdo ativa o Fator VII (Vlla),
promovendo a formagdo do complexo tenase extrinseco, que depende
do calcio e consiste na interagcdo entre o TF e o Fator Vlla. Esse
complexo tenase extrinseco, por sua vez, catalisa a ativacdo do Fator X
(Tuddenham & Cooper, 1994).

A via intrinseca, ou via do contato mediada por superficie
negativa, € iniciada 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 XIll. O Fator Xll ativado (Xlla) ativa o Fator XI, e o fator
Xla participa da formacdo do complexo tenase intrinseco, dependente
de célcio e fosfolipideos de membrana, que ativa o Fator IX, o qual por
sua vez na presenca do Fator Vllla ativa o Fator X (Tuddenham &
Cooper, 1994).

Depois da ativacdo do Fator X, o mecanismo observado nas vias
extrinseca e intrinseca € o0 mesmo (via comum). O Fator Xa ativa o
Fator V, possibilitando a formagdo do complexo protrombinase. Esse
complexo, que também depende de caélcio, leva a conversdo da
protrombina em trombina. Nesse momento, 0 mecanismo de

amplificacdo da cascata da coagulacdo faz com que seja formada uma
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grande quantidade de trombina. A trombina promove a transformacgao
do fibrinogénio em mondmeros de fibrina, que logo se combinam para
formar polimeros, além de ativar o Fator Xlll, que estabiliza o coagulo.
O processo é finalizado com a formacdo de um aglomerado de
plaquetas e outras células, como eritrocitos. Isso consolida o coagulo
que sela a lesdo e interrompe 0 extravasamento sanguineo

(Tuddenham & Cooper, 1994; Broze, 1995).

Via intrinseca

Via extrinseca

calicreina Pré-calicreina

Fator tecidual - Ylla

—

o= | iy
o—

A

Fig.1. A via classica da cascata da coagulacdo sang uinea. Representacdo da Via

Extrinseca e Intrinseca da Coagulacao. Adaptado de Tuddenham & Cooper (1994).
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Atualmente, a divisdo do sistema de coagulacdo do sangue em
intrinseco e extrinseco é considerada inadequada, tendo em vista que
essa divisdo nao ocorre in vivo. A utilizacdo dos termos intrinseco e
extrinseco, no entanto, ainda pode ser Gtil na interpretacdo dos exames

laboratoriais utilizados para a avaliacdo da hemostasia.

1.1.2.2. A via celular-enzimatica da cascata de coagulacéo

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 coagulacédo, diferentemente
da visdo de que a coagulacdo seria regulada apenas por fatores
protéicos, sendo as células unicamente uma superficie negativa sobre a
qual os complexos pré-coagulantes sdao montados. O modelo da
enfoque a interacdo entre os fatores da coagulacdo e superficies
celulares especificas, e se baseia numa série de trés etapas: 1.
Iniciacdo, 2. Amplificacdo e 3. Propagacdo. Essas trés etapas ocorrem
em diferentes tipos celulares, até a formacdo da rede estavel de fibrina
(Hoffman & Monroe, 2001; Hoffman, 2003) (Figura 2).

Normalmente o TF ndo é expresso em células que estdo em
contato direto com o sangue (células endoteliais e leucocitos), mas

apresenta expressdo constitutiva em fibroblastos subjacentes ao

endotélio vascular. Células endoteliais e mondcitos, que normalmente
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ndo expressam o TF, podem expressa-lo na ocorréncia de leséo
endotelial e na presenca de estimulos especificos, tais como
endotoxinas e citocinas (Wilcox et al., 1989). A etapa de iniciacado da
coagulacdo ocorre quando células extravasculares carreadoras de TF
(fibroblastos do estroma, células mononucleares, macréfagos e células
endoteliais) expdem o TF ao sangue ap0s um dano vascular ou
inflamacdo. O TF na superficie das células extravasculares liga-se ao
Fator Vlla, e o complexo formado ativa pequenas quantidades de Fator
IX e de Fator 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.

Niveis minimos de Fator Vlla estdo presentes na circulacdo de
individuos normais, correspondendo a aproximadamente 1% da
concentracdo plasmatica total desse fator. O Fator Vlla atravessa a
barreira endotelial, podendo atingir o sistema linfatico. Assim, ele pode
se ligar ao TF mesmo quando ndo existe lesdo vascular, ativando os
Fatores IX e X quando eles passam pelos tecidos. Esse fenémeno,
denominado de coagulacdo basal, ndo leva a formagédo de um coagulo
em situacfes normais devido a auséncia de componentes de alta massa
molecular, como plaguetas e o complexo FVIII/FVW, os quais levariam a

continuacdo do processo para a segunda etapa, a fase de amplificacao.

16



Na etapa de amplificacdo, a pequena quantidade de trombina
gerada inicialmente provoca a ativacao de plaquetas, que expdem seus
receptores e sitios de ligacdo para os fatores de coagulagéo ativando os
Fatores V, VIl e XI em suas superficies. Nesse contexto, o complexo
Fator VIII/FVYW dissocia-se, permitindo que o FvW plasmatico atue
como mediador adicional na adeséo e agregacao plaquetaria.

A etapa de propagacdo ocorre na superficie das plaquetas
ativadas, aderidas e agregadas ao local da lesdo. O Fator IXa (ativado
na etapa de iniciacao) liga-se ao Fator Vllla 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 plaguetas ativadas, entdo os Fatores IXa/Vllla (complexo Xase)
ativam o Fator X diretamente na superficie plaquetaria. Esse Fator Xa
rapidamente se associa com o Fator Va na superficie das plaquetas,
formando o complexo protrombinase. O complexo Fator IXa/Fator Vllla
ativa o Fator X com eficiéncia 50 vezes maior que o complexo Fator
VIla/TF. Assim, nessa etapa, 0 complexo protrombinase leva a
conversdo de grandes quantidades de protrombina em trombina, a qual
por sua vez leva a clivagem do fibrinogénio em fibrina. A trombina
também leva a ativacdo do Fator Xl em Xllla, que catalisa a
modificacdo entre mondmeros de fibrina, formando uma rede estavel.

Os ions célcio sdo necesséarios em diversos passos das reagfes da

coagulacéo.
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Outros componentes fisiolégicos circulantes regulam todo o
processo de coagulac&o. A via regulatéria composta pelo plasminogénio
tem um papel importante na degradacéo da rede de fibrina gerada pela
ativacdo do processo hemostético. Nessa via, o plasminogénio ativado
gera plasmina, que atua na degradacao de fibrina em fibrinogénio e na
ativacdo de metaloproteinases de matriz responsaveis pela degradacao

da matriz extracelular (Collen, 1999).

INICIACAD

IZa

Fibroblasto .

Wa

PROPAGACAD

[ 3

=
Protrotrbina

Protrorobina =

1%
L)
Trobina FvWivIlla \ b

va’m Zl
/ | -
Zla

v

Flaguetas
= Flaguetas Atreadas
AMPLIFICACAQ =
Fig.2. Modelo via celular-enzimatica da cascata de coagulacdo sanguinea .

Representacdo esquematica das etapas de iniciagdo, amplificacdo e propagacao.

Adaptado de Hoffman & Monroe (2001).
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1.1.3. O Fator VIII

O Fator VIII (FVIII) é uma glicoproteina essencial para o funcionamento
normal da coagulacdo sanguinea (Figuras 1 e 2). Essa proteina apresenta
2332 aminoacidos, e é codificada por um gene localizado na extremidade
distal do braco longo do cromossomo X (Xg28), que possui 186 kilobases (Kb)
de DNA gendmico com 26 éxons. Esses 26 éxons variam em tamanho de 69 a
3106 pares de bases (pb). Os introns representam cerca de 95% do gene
(Gitscheir et al., 1984), e, desde que esse gene foi clonado, em 1984, um
grande niumero de mutacdes causadoras de doencas tém sido descritas.

A estabilidade do FVIII depende da interacdo ndo-covalente com o
Fator von Willebrand, que também atua na adesdo e agregacao plaquetarias.
O FvW protege o FVIII da degradagéo e da endocitose, além de concentra-lo
no seu sitio de acdo. Sem a ligacdo ao FvW, o FVIII é rapidamente degradado
na circulacdo, por acao proteolitica ou por anticorpos (Jacquemin & Saint-
Remy, 1998).

Na sua forma nativa, o FVIII consiste nos dominios designados A, Be C
(NH2-A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH) (Kane & Davie, 1988). A trombina ativa o
FVIIl através de clivagem proteolitica em residuos de arginina entre 0s
dominios Al e A2, A2 e B e B e A3, resultando num heterotrimero ativado
(Figura 3) que consiste de uma cadeia pesada e uma cadeia leve (Fay et al.,
1991). Ao ser clivado pela trombina, o FVIII sofre uma alteracdo na sua
conformacédo, levando a liberacdo do FVYW e a ligacdo a fosfolipideos de

membrana. Essa ligacdo permite a interacdo do FVIII com o FIX, ativando-o

19



(Jacquemin & Saint-Remy, 1998). O Fator VIII serve de cofator do Fator IXa
na ativacéo do Fator X, formando o complexo ‘Xase’. Sem a funcdo normal do

FVIII podem ocorrer sangramentos anormais em um individuo.

A, ¢ J l 2020 2173
1 336 AN 710 741 1648 1600 znm‘ :172‘ 2332
| | [ | | |

trombina

L 1L !
Cadeia pesada Cadeia leve
B. Advacio do FVIIL
e
&) p—— . 5 - Ativagio pela

Heterotrimero (FVIIIa)

Fig.3. Estrutura e ativacdo do FVIIl. A. estrutura priméria 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 langado na circulagdo como um
heterodimero com cadeia pesada (dominios AlalA2a2-B) e cadeia leve (dominios
a3A3C1C2), associados por um ion metalico divalente. Apés a clivagem proteolitica pela
trombina, o FVIII é ativado e forma um heterotrimero de duas cadeias pesadas (dominio
Al de 50-kDa e A2 de 43-kDa) e uma cadeia leve (fragmento A3C1C2 de 73-kDa). O
FVIII ativado consiste de uma subunidade Al associada por uma ligacdo divalente
metdlica com a cadeia leve e uma subunidade livre associada com o dominio Al através

de ligacédo ibnica. Adaptado de Lavigne-Lissalde et al. (2009).

20



1.2. A Hemofilia A

1.2.1. Introducéo

A hemofilia A é uma das doencas hemorragicas mais frequentes da
via intrinseca da cascata de coagulacdo sanguinea. Ela é causada pela
reducdo da atividade do Fator VIII da coagulacdo (FVII), devido a
alteracdes no gene que codifica esse fator (Gitschier et al., 1984). A
auséncia ou a diminuicdo da atividade do FVIII enddgeno dificulta a
geracdo de trombina, resultando na auséncia da consolidacdo do coagulo
de fibrina, o que causa falha no reparo da lesdo endotelial. O padrao de
heranca é recessivo ligado ao X, e a doenca afeta, aproximadamente, 1 em
cada 11.700 nascimentos masculinos no Rio Grande do Sul (Alexandre &
Roisenberg, 1985).

O diagnéstico da doenca é realizado através da observacdo dos
sintomas e da execucao dos testes de triagem da cascata de coagulacéao,
dosagem do fator VIII e do fator von Willebrand (FvW). Um hemofilico A
apresenta niveis de FVIII baixos e niveis de FvW normais. Utilizando-se os
conceitos de via intrinseca e extrinseca, os hemofilicos A apresentam o

tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA) aumentado, pois ele mede

a atividade in vitro da via intrinseca da coagulacéo.
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1.2.2. As mutacdes no gene do FVIII e a hemofilia A

Na hemofilia A, a reducéo da atividade do FVIII ocorre por alteragbes
no gene que o codifica (F8). Devido a grande variedade de mutacdes que
ocorrem nesse gene, a hemofiia A €& uma doenca com grande
heterogeneidade clinica. Dependendo da mutagcdo, a gravidade e a
resposta ao tratamento sdo bastante diferentes. Duas inversdes sdo as
mutacdes mais frequentemente encontradas (inversdo do intron 22 e
inversdo do intron 1), ocorrendo aproximadamente em 50% dos hemofilicos
do tipo grave, sendo muito raros registros dessas duas inversdes em
hemofilicos com formas moderadas ou leves (ver, por exemplo, Tizzano et
al., 2003). Na inversao do intron 22, o gene é invertido como resultado de
uma recombinacdo homoéloga intracromossdmica entre uma cépia de uma
sequéncia de 9.5Kb conhecida como int22h-1 e uma de duas outras regides
homologas teloméricas, int22h-2 e int22h-1 (Lakich et al., 1993). A inverséo
do intron 1 é baseada em um mecanismo similar, no qual uma cépia de
intlh-1 pode recombinar com uma regido homéloga extragénica, levando a
ruptura do gene pela inversdo e a separacdo do éxon 1 do resto do gene
(Bagnall et al., 2002). Leiria et al. (2008) verificaram uma notavel
homogeneidade nas frequéncias dessas duas inversfes em pacientes com
hemofilia A grave em séries coletadas em diferentes continentes e

constituidas por pessoas com caracteristicas étnicas diversas (Inv 22: 40-
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49% em 14 das 21 séries com pelo menos 31 pacientes testados, em 13
paises; Inv 1: 0-5%).

Outras alteracbes genéticas que causam a hemofilia A sdo muito
diversificadas, sendo descritas atualmente mais de 940 mutacfes, das
quais 270 sdo as mais encontradas em hemofilicos graves. A maioria,
aproximadamente 65%, sdo simples substituicbes de nucleotideos,
ocorrendo também pequenas delegbes, insercdes, outros rearranjos e

inversdes (HAMSTERS, acesso abril, 2011).

1.2.3. A classificacéo e a sintomatologia dos hemofilicos do Tipo A

Os pacientes podem ser classificados em trés grupos (graves,
moderados e leves) de acordo com as caracteristicas clinicas apresentadas
e a dosagem do fator VIII no plasma (FVIII:C). A classificacdo segundo a
International Society of Thrombosis and Haemostasis e o Ministério da
Saude do Brasil quanto a atividade do fator VIII estabelece que os
hemofilicos A graves apresentam niveis de atividade de Fator VIII no
plasma <1% do que os encontrados no plasma de individuos normais, os
moderados, de 1 a 5%, e os leves, de 5 a 50%. Cerca de 50% dos
individuos afetados sdo hemofilicos graves, enquanto os moderados e
leves ocorrem nas frequéncias de 30% e 20%, respectivamente

(Antonarakis et al., 1995).
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Os hemofilicos graves apresentam sangramentos espontaneos ou
apos traumas leves frequentes; o0s moderados raramente tém
sangramentos espontaneos, mas apresentam sangramentos importantes
apos pequenos traumas, enquanto que os benignos apenas manifestam a
doenca apods traumatismos fortes ou em intervengdes cirdrgicas.

As manifestacbes hemorragicas podem aparecer ja no primeiro ano
de vida, e podem ser espontaneas ou precedidas por traumas. Sua
gravidade depende dos niveis plasmaticos de FVIIl. As hemorragias podem
ocorrer sob a forma de hematdria, epistaxe, melena/hematémese, ou
apresentarem-se como hematomas, sangramentos retoperitoniais e intra-
articulares (hemartroses), que constituem 0s aspectos mais caracteristicos
das formas graves (Manual de Tratamento das Coagulopatias Hereditarias,

2006).

1.2.4. O tratamento para pacientes com hemofilia A

O tratamento baseia-se na administragdo de fator VIl utilizando-se
uma variedade de preparacdes derivadas de plasma humano, como a
infusdo de FVIII purificado, ou o obtido por técnicas de DNA recombinante.
Porém, existe uma dificuldade na manutencdo de niveis adequados de
FVIII no plasma para proteger contra hemorragias, pois sua meia-vida (10 a
12 horas) é baixa, e € necesséria a administracdo do FVIIl a cada 2 ou 3

dias (Oldenburg et al., 2009). Alguns concentrados de plasma séao
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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 substituicdo é efetiva na maioria dos casos, porém uma
fracdo dos tratados desenvolve anticorpos que neutralizam o FVIII infundido
e diminuem sua efetividade, os quais sdo denominados de inibidores do
FVIII (Rieger, 1996). 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, permitindo que o gene
reparado seja expresso sob o controle de seus elementos regulatorios
normais. Essa abordagem pode ser possivel no futuro, mas atualmente
permanece em estagios de desenvolvimento pré-clinico (Lillicrap et al.,

2006).
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1.3. Os inibidores contra o Fator VIII

1.3.1. Introducao

Como indicado acima, uma das complicacbes mais sérias no
tratamento de hemofilicos € o desenvolvimento de anticorpos (inibidores)
contra o FVIII, que levam a diminuicdo da qualidade e expectativa de vida
dos pacientes.

Anticorpos contra o FVIII sdo imunoglobulinas da classe 1gG, mais
comumente do isotipo IgG4, ou uma combinacédo de dois ou mais subtipos.
Alguns inibidores podem ser também da classe IgM ou IgA (Sallah, 1997).

A incidéncia de inibidores em diferentes popula¢des de hemofilicos A é
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
0S pacientes com todas as formas de hemofilia A (grave, moderada e leve).
No Rio Grande do Sul a incidéncia de inibidores nos hemofilicos graves é de
40% (Leiria et al., 2008).

Os inibidores contra o Fator VIII sé&o classificados em tipo | e tipo II.
Inibidores do tipo | sdo anticorpos que inibem completamente o Fator VIii
devido & sua alta afinidade, ligacdo tempo-dependente, e a uma ligacao
irreversivel que segue uma cinética de segunda ordem. Eles apresentam-se
altos apos infusbes repetidas de concentrados de Fator VIII e se mantém

elevados mesmo na auséncia do tratamento (estimulo), podendo ser
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detectados durante meses e até anos (resposta anamnésica) (Aly & Hoyer,
1992). Inibidores do tipo Il ndo inibem completamente a fungcédo do Fator VIII,
apresentando uma resposta anamnésica minima, com um baixo titulo e baixa
afinidade, e com um tempo independente da dose, sendo também
reversiveis. Além disso, seguem uma cinética de reacdo de fases mdultiplas
(multifasica). Eles também ocorrem em pacientes com autoanticorpos
(Sallah, 1997). Os hemofilicos comumente apresentam inibidores do tipo |,
enquanto que os ndo hemofilicos apresentam predominantemente o tipo Il
(Nilsson, 1994). Ao desenvolver esses inibidores do tipo I, os néo
hemofilicos podem, entdo, apresentar uma hemofilia adquirida, com sintomas
semelhantes aos apresentados na hemofilia A de origem genética.

Algumas doencas autoimunes como a artrite reumatdide, o IUpus
eritematoso sistémico e as polimiosites; o cancer, as doencas inflamatérias
intestinais e certas inflamagdes cutaneas estao associadas com inibidores do
tipo 11 (Gill, 1999).

Segundo Lacroise-Desmazes et al. (2008), o destino imunologico do
FVIII é ditado pelo estado imune do individuo, pela localizacdo do FVIII no
corpo em um momento determinado e pelo microambiente inflamatorio, bem
como pela sua concentracdo e das outras substancias da cascata de
coagulagcdo com as quais ele interage.

Estudos indicam que o desenvolvimento de inibidores contra o Fator
VIII é uma resposta imune multifatorial complexa, envolvendo tanto fatores de

risco genéticos quanto ndo-genéticos. A producdo dos mesmos pode variar
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conforme a idade, a origem étnica, a dose administrada, a freqiéncia de
exposicao e a atividade do produto (Nilsson & Lamme, 1993; Penner, 2001,

Astermark et al., 2005).

1.3.2. O mecanismo de formacé&o dos inibidores

O sistema imune humano tem a capacidade de discriminar o proprio
do ndo préprio. Durante a embriogénese, em torno do final do primeiro
trimestre de gravidez, inicia-se o desenvolvimento da tolerancia a antigenos
préprios, incluindo o FVIIl. Nesse periodo, precursores linféides primitivos
comecam a transitar e amadurecer no timo. Esse desenvolvimento
geralmente é completado ao nascimento, sendo mantido durante toda a
vida adulta. O mecanismo de tolerancia é realizado predominantemente
através da delecdo de células T auto-reativas (White et al., 2005). Durante
a sua maturacao no timo, os linfécitos T imaturos sofrem selecdo negativa
(o epitélio timico apresenta antigenos préprios para as células T imaturas, e
0 repertério que reagir ao préprio com alta afinidade é eliminado por
apoptose). Segundo White et al. (2005), € possivel que, na hemofilia A, a
auséncia de Fator VIII ndo permita essa selecdo negativa de células T que
0 reconhecem com alta afinidade, pois ndo existe fator para ser
apresentado pelo timo como antigeno préprio. Assim, depois de uma

infusdo profilatica do FVIII, ele é visto como uma proteina estranha e é

entdo oferecido pelas células apresentadoras de antigenos (Antigen
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Presenting Cells - APCs) atravées do sistema denominado Complexo
Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC)
ou mais especificamente Antigeno Leucocitario Humano (Human Leukocyte
Antigen - HLA) (Figura 4). A resposta imunolégica contra o FVIII depende
da presenca de linfécitos B e T especificos. A auséncia ou a perda de
funcdo de qualquer uma dessas células resulta em falta de resposta ou
tolerancia ao FVIII infundido (Jacquemin & Saint-Remy, 1998). A inducao
da resposta humoral é dependente de células T, havendo interacdo entre
células Tyl, Tu2 e Ty3 que reconhecem especificamente o FVIII (Reding et
al., 2000). Como ja indicado, os inibidores em hemofilia A consistem em
anticorpos policlonais do tipo IgG (Fulcher et al., 1987). A maioria desses
anticorpos pertence ao subtipo 1gG,;, embora esse subtipo seja pouco
encontrado na fragdo de IgG do plasma normal. Entretanto, os subtipos

IgG; e IgG,também séo encontrados (Astermark, 2006a).
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Fig.4. Formacédo de inibidores contra o Fator VIIl e m hemofilia A . O fator exégeno
infundido liga-se as células apresentadoras de antigenos (APCs) [1]. Apds a endocitose,
oligopeptideos serdo formados por clivagem proteolitica [2]. Esses peptideos ligam-se
entdo ao MHC de classe Il que possui afinidade a esta sequéncia. O complexo pFVII-
MHC é 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 FVIIl, em 6érgdos linféides secundarios [3]. Sinais co-
estimulatérios sdo providos pela ligacdo das moléculas B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) das
APCs ao CD28 nas células T [4a] para ativar completamente os linfécitos T e estimular a
liberagcdo de citocinas [5]. A subsequente ligacdo 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 acdo de citocinas e moléculas co-estimulatorias,
incluindo a interacdo 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 é diminuida pela ligagdo competitiva do CTLA4 a moléculas B7 nas APCs [4b].
Adaptado de Astermark (2006b).
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O fendtipo do MHC de classe Il classico do paciente interfere na
resposta imune determinando se peptideos derivados do FVIII serdo
apresentados as células T (Astermark, 2006b). Existem varias isoformas
dessa classe de MHC que séo agrupadas em trés familias: DR, DQ e DP.
Cada isoforma liga-se a um conjunto de peptideos diferentes (Rammensee
et al.,, 1995). Uma dada molécula do MHC pode apresentar mais de uma
sequéncia de aminoacidos de uma proteina ou ndo apresentar qualquer
sequéncia, ndo oferecendo, portanto, sinal para as células T se ativarem. A
extensdo da molécula de FVIII que é reconhecida como propria depende de
quanto da molécula é sintetizada. Qualquer por¢do da molécula ird induzir
tolerancia a essa parte, desde que o individuo possua a sequéncia correta
do MHC Il capaz de apresentar os peptideos de tal regido (White et al.,
2005).

Outros importantes mediadores da resposta imune (além, por
exemplo, dos padrdes proé-inflamatorios Ty9 e Tyl7) séo as citocinas, que
determinam o tipo de célula que vai responder. As células Tyl secretam a
interleucina (IL) 2, o interferon-y e o fator de necrose tumoral (TNF)-B e
medeiam as respostas celulares, como a ativacdo de células T citotoxicas,
embora também possam ter papel em respostas humorais. As células Ty2
secretam as interleucinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, promovem a ativacao de
células B e medeiam a resposta humoral. Em hemofilicos que desenvolvem
inibidores, essas citocinas também medeiam a troca de classe do anticorpo

para 1gGs (Astermark, 2006b). Nesses pacientes, titulos mais baixos de
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anticorpos IgG sé&o correlacionados com a predominéncia de resposta
mediada por Tyl (IgG; e 1gG,), enquanto pacientes com titulos mais altos e
anticorpos 1gG, tém resposta Ty2 (Reding et al., 2002). Pacientes com
inibidor persistente séo tipicamente classificados como produtores de alta
resposta (titulos com pico >5 unidades Bethesda (UB) ml™') ou de baixa
resposta (titulos < 5UB ml™) (White et al., 2001). Aqueles com inibidores
transitorios (tipo 1) geralmente ndo produzem altos titulos, e os anticorpos
desaparecem espontaneamente em alguns meses sem nenhuma mudanca
no tratamento. Os mecanismos patofisiolégicos que explicam e determinam
o tipo de resposta imune ndo sdo conhecidos, e ndo € possivel predizer
gual tipo de inibidor sera encontrado em cada paciente (Astermark, 2006a).

Acerca do desenvolvimento de inibidores, varios aspectos ainda
permanecem nao esclarecidos, como 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 contra o FVIII
se desenvolve. O baco tem um papel critico como ponto de encontro na
iniciacdo de respostas imunes especificas, pois possui grande numero de
células dendriticas, macrofagos e células B. Essas células tém acesso
imediato a antigenos circulantes no sangue, permitindo uma resposta imune
rapida. O FVIII terapéutico também pode ser capturado por APCs em sitios
de sangramento, e entdo transportado para orgaos linfoides secundarios, ja
gue sitios de sangramento e coagulacdo criam um microambiente pro-

inflamatorio. Os diferentes tipos de APCs também podem implicar em uma
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resposta diferenciada. As células dendriticas sdo provavelmente as APCs
mais potentes (André et al., 2009).

Pelo menos cinco epitopos na molécula do FVIII séo identificados
como alvo dos anticorpos na maioria dos pacientes com inibidor (Figura 5).
Diferentes mecanismos de acdo tém sido descritos, dependendo da
localizagdo do epitopo alvo: a) bloqueio da ligacdo do FVIII a um de seus
ligantes por impedimento estérico, b) aumento da eliminagdo do FVIII do
plasma e c) 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 2), experimentos mostram que as principais
areas de ligacdo sdo o dominio A2 e a cadeia leve do FVIII (Scandella et
al., 1989). Inibidores que atuam por impedimento estérico bloqueiam a
funcdo procoagulante do FVIII por quebrar a ligacdo desse fator com um de
seus ligantes (fosfolipideos, FVW, FIX ou FX). Desses inibidores, 68% sao
direcionados contra os dominios A2/C2 (Tiarks et al., 1992; Scandella et al.,
1993). Inibidores anti-A2 afetam interacdes entre o dominio A2 e o FIXa de
modo n&do competitivo, resultando na formacdo de um complexo tenase
intrinseco inativo (Scandella, 1999). Anticorpos anti-C2 agem impedindo a
ligacdo do Fator Vllla com o FVW e a ligagdo a fosfolipideos plaquetérios
(Saenko et al., 1994; Foster et al., 1990). Os outros mecanismos envolvem
inibidores que geram imunocomplexos com o FVIII, aumentando a sua

eliminacdo da circulagéo (Lavigne-Lissalde et al., 2009). Outro mecanismo
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inibitério inclui a ligacdo a novos epitopos formados pelo complexo
FVIII/FVW, que ir4 inibir a clivagem pela trombina, impedindo a dissociacao
do complexo e proporcionando um efeito catalitico ao induzir a clivagem

proteolitica do FVIII (Astermark, 2006a).

Cadeiapesada Cadeia leve
FX FIXa VWF FIXa VWI/PL
Al all A2 a2 B a3 A3 Cci Cc2
Arg484-Tle508 Gin1778-Met1823 Glu2181-Val2243
) (Met2199-Phe2200)
Thr351-Ser3653 Glu724-Leu731 Lys1674-Glul684
Ser1687-Thr1695 Lilfgjf}zszzﬁj
Fig.5. Principais epitopos do fator VIlIl.  Modelo esquematico que mostra os dominios do

Fator VIII e a localizacao dos principais epitopos que se ligam a anticorpos anti FVIII, nos
dominios al, A2, a2, a3, A3 e C2. Adaptado de Astermark (2006a).

1.3.3. Os fatores de risco para a formacgao dos inibidores

Tanto fatores genéticos quanto nao-genéticos influenciam a
suscetibilidade dos pacientes a desenvolver inibidores.

Caracteristicas do tratamento (tipo e pureza do concentrado de Fator
VIII utilizado), idade de inicio do tratamento, doses iniciais de concentrado,
cirurgias, frequéncia de infusGes antes do desenvolvimento do inibidor,
intensidade do tratamento e infec¢cdes associadas estdo entre os fatores
nao-genéticos (Zhang et al., 2009).

Em uma revisdo epidemioldgica sobre inibidores, Goudemand et al.

(2006) investigaram a influéncia de diferentes concentrados de FVIII na
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formagcdo dos mesmos. Nesse estudo, sessenta e dois pacientes foram
tratados com FVIII purificado de plasma, contendo FVYW, e 86 pacientes
receberam FVIII recombinante. Pacientes tratados somente com produto
derivado de plasma tiveram menor incidéncia de formacéao de inibidores (0
— 12,4%) do que os tratados com FVIII recombinante (36 — 38,7%).
Produtos derivados de plasma com diferentes concentracbes de FvW
parecem impedir a ligacdo do inibidor ao FVIII infundido (Ghosh & Shetty,
2009). Na Franca, em um estudo retrospectivo, apenas 11% dos pacientes
tratados com FVIII derivado de plasma desenvolveram inibidor, enquanto
entre os tratados com o FVIII recombinante esse numero foi de 31%.
Apesar desses dados, a determinacao da influéncia do tipo de produto
utilizado no desenvolvimento de inibidor requer mais estudos.

Grande parte dos individuos que desenvolvem anticorpos anti FVIII o
fazem no inicio da vida, depois de receberem uma média de 9-12
tratamentos com fator exdgeno. Contudo, ndo existe uma idade provavel ou
um determinado numero de tratamentos realizados que facam com que um
individuo esteja completamente seguro quanto ao risco de desenvolver
inibidores (Salviato et al., 2007).

A idade de inicio do tratamento com infusdo de FVIII é outro fator de
risco ndo genético. Em um estudo realizado por Lorenzo et al. (2001) péde-
se observar que a incidéncia de inibidores em pacientes que comecaram 0
tratamento antes dos seis meses de idade foi de 41%, comparada com 29%

entre os pacientes cujo tratamento teve inicio dos 6 aos 12 meses e 12%
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guando o tratamento se iniciou apdés um ano de idade. O maior risco de
desenvolvimento de inibidores é durante os primeiros 50 dias de
tratamento, com reacdes mais raras ocorrendo apos 200 dias de exposicao.
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 inibidores. Além disso, o0 ambiente
de injuria pode ativar células do sistema imune que viriam a reconhecer o
FVIII infundido (Ghosh & Shetty, 2009). O modo de administracdo também
parece influenciar na formacédo de inibidores. A infusdo continua parece
oferecer mais risco para o0 desenvolvimento de inibidores, quando
comparada a uma unica injecédo (Zhang et al., 2009).

Entre os fatores genéticos, o tipo de mutacdo do gene do FVIII, a
etnia, a historia familiar sobre a presenca de inibidores, o genétipo HLA e
polimorfismos em genes de citocinas poderiam estar envolvidos.

Estudos genéticos em pacientes com inibidores devem considerar as
duas areas de maior variagcdo: a mutacdo que causou a doenca e O
genotipo do seu sistema imunolégico. Mutagdes que fazem com que a
proteina do FVIII esteja ausente ou truncada geralmente estdo associadas
com uma maior incidéncia de desenvolvimento de inibidores (Fakharzadeh
& Kazazian, 2000). Entre essas mutacdes estdo as inversdes dos introns 1
e 22, grandes delecdes e mutacOes nonsense (Astermark, 2006b).
Especificamente no que se refere a inversédo no intron 22, hemofilicos A

grave portadores da mesma apresentam prevaléncias de inibidores em
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nove séries estudadas na Europa, Asia e América Latina variando entre 5%
e 51%, a frequéncia maior tendo sido obtida no Rio Grande do Sul (Leiria et
al., 2008). A incidéncia de formacao de inibidores deve ser menor em
pacientes cuja mutacdo do FVIII ainda permita que certa quantidade de
FVIII seja produzida (Zhang et al., 2009).

Analisando-se as mutacbes do gene do FVIII listadas na base de
dados HAMSTeRS, observa-se que mutagbes missense, pequenas
delecBes e mutacbes em sitios de splicing sdo consideradas de baixo risco
para o desenvolvimento de inibidores. As pequenas dele¢fes introduzem
um coédon de terminagdo prematuro, logo, a incidéncia de inibidores nesse
caso deveria ser a mesma que em mutacdes nonsense; porém, iSso nao
ocorre. Provavelmente mecanismos de reparo que restauram a fase de
leitura até uma extenséao suficiente para a producao de pequena quantidade
de FVIII que torna o paciente tolerante ao FVIII infundido impedem que isso
aconteca.

Segundo Tuddenham & Mcvey (1998), grandes delecOes e mutagdes
de ponto nos hemofilicos graves estdo associadas com maior incidéncia de
inibidores. Por outro lado, mutacdes de ponto no fenétipo leve ou moderado
tém baixa incidéncia de inibidores. Uma possivel explicagédo para este fato é
gue as mutacbes de ponto em pacientes graves introduzem codons de
terminacdo prematuros, levando a uma falha na producdo de FVIli
detectavel no plasma, o que faz com que o sistema imune considere o FVIII

infundido como estranho. Em pacientes com hemofilia moderada ou leve,
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as mutacbes de ponto permitem a producdo de pouca quantidade de
proteina ou quantidade normal ndo funcional, tornando esses pacientes
mais tolerantes ao fator infundido.

Uma variagdo individual na suscetibilidade ao desenvolvimento de
inibidores também €& gerada pelo gendtipo do MHC do paciente. Em
estudos realizados com pacientes hemofilicos A que apresentavam a
inversdo do intron 22, alelos do MHC classe | A3, B7 e C7 e alelos do MHC
classe Il DQA0102, DQB0602 e DRB1501 foram mais frequentemente
encontrados em pacientes com inibidores (Oldenburg et al., 1997; Hay et
al., 1997).

Apesar da presenca de inibidores na maior parte dos casos estar
relacionada com a presenca de mutacdes que determinam efeitos graves,
uma proporcdo de pacientes desenvolve inibidores mesmo na presenca de
mutagcbes de menor efeito (Salviato et al., 2007). Além disso, muitos
pacientes com mutacdes de alto risco e gendtipos desfavoraveis nao
desenvolvem inibidores, e a razdo para esse fato ainda ndo esta
esclarecida (Bafunno et al., 2009). Isso provavelmente ocorre porque eles
ndo reconhecem o FVIII como estranho ou porque o fenétipo do MHC, e até
mesmo de outros genes que influenciam a resposta imune, ndo permite que
a resposta imunolégica inicie. Acredita-se que alguns pacientes nao
possuam a combinagcdo necessaria entre o defeito da molécula do FVIIl e o

genotipo do sistema imune.
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Alguns polimorfismos em genes que levam a uma funcao 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 séo
associados com desenvolvimento de lUpus eritematoso, miastenia gravis e
granulomatose de Wegener. Ainda, polimorfismos em genes como CTLA-4,
IL-4, IL-5, IL-10, IL-6 e TNF-a tém sido analisados em alguns estudos para
verificar sua relagdo com o desenvolvimento de inibidores. Astermark
(2006b) estudou um polimorfismo na regido promotora do gene da IL-10
(alelo 134) e encontrou grande associacdo com a formacédo de inibidores.
Uma forte ligacdo entre polimorfismos no gene do TNF-a e o
desenvolvimento de inibidores em irmdos hemofilicos também foi
encontrada no estudo MIBS (Malmo International Brother Study group)
(Astermark et al., 2006a).

A historia familiar prévia de formagdo de inibidores € outro fator
genético de risco para o desenvolvimento dos mesmos. Em um estudo feito
por Astermark et al. (2005), foi encontrada concordancia entre familiares de
78,3%. Quando comparado com outros parentes hemofilicos, uma maior
concordancia na incidéncia de inibidores € observada entre irméos. Se cada
membro de uma familia de hemofilicos tiver a mesma mutacéo, e outros
fatores genéticos além dessas mutacbes estiverem envolvidos, é logico
pensar que o risco de formacdo de inibidores deve ser maior entre irmaos
hemofilicos do que entre outros graus de parentesco. Foi reportado que o

risco de um irméo de um paciente com inibidor também desenvolver essa
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resposta € de 50%, enquanto o risco de outro membro da familia
desenvolver € de 10%. Isso confirma a hipétese de que outros fatores
geneéticos, além das mutacdes que levaram a hemofilia, ttm papel decisivo
no desenvolvimento de inibidores. No entanto, se o desenvolvimento de
inibidores fosse exclusivamente genético, gémeos monozigéticos deveriam
apresentar o mesmo fenotipo. Entretanto, gémeos monozigéticos com
fendtipos discordantes tém sido descritos, indicando que fatores néo-
genéticos influenciam essa resposta imune (Astermark et al., 2001).

Outro fator genético que pode influenciar no desenvolvimento de
inibidores é a etnia, como indicado em varios estudos de meta analise. A
prevaléncia de inibidores em pacientes graves de origem afro-americana e
latina seria duas vezes maior que do que a prevaléncia desses anticorpos
em europeus ou euro-descendentes (Scharrer et al., 1999). O espectro de
mutac6es do FVIII ndo difere entre os grupos étnicos, portanto acredita-se
gue a variacao deva ser atribuida tanto a fatores genéticos relacionados ao
sistema imunologico quanto a outros fatores de natureza ambiental (Ghosh

& Shetty, 2009).

1.3.4. O tratamento de pacientes com inibidores

Como ja salientado, o desenvolvimento de inibidores é a principal

complicacdo no tratamento da hemofilia, pois compromete a eficacia da

terapia de reposicdo. Clinicamente, a presenca de inibidores manifesta-se
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pela méa resposta ao tratamento habitual ou pelo aumento da frequéncia
e/ou gravidade dos episodios hemorragicos. Assim, deve-se avaliar a
possibilidade de surgimento de inibidores e proceder a pesquisa laboratorial
quando um paciente apresentar sangramento que ndo responda
adequadamente ao tratamento habitual e/ou em face ao aumento da
frequéncia dos sangramentos (Manual de Tratamento das Coagulopatias
Hereditérias, 2006).

Ter Avest et al. (2008) desenvolveram uma férmula que permite
calcular o risco de que determinado paciente desenvolva inibidores levando
em conta: a) histéria familiar positiva; b) o tipo de mutacéo no gene do FVIII;
e ¢) o grau de intensidade do tratamento inicial. O indice tem bom valor
preditivo, embora, como salientou White (2008), outros fatores também
tenham de ser considerados. Seja como for, este tipo de avaliagdo sera
fundamental para que as companhias que produzem produtos
recombinantes de FVIII possam desenvolver estratégias para a elaboracao
de produtos menos imunogénicos.

Atualmente, as principais abordagens para o tratamento de episédios
hemorragicos em pacientes com inibidores sdo altas doses de FVIII
humano e uso de terapia com produtos “bypass”, que produzem a
hemostasia através da eliminacdo do passo dependente do FVIII e do
fortalecimento da geracdo de trombina. Entre esses produtos estdo o
complexo protrombinico concentrado (PCC), o complexo protrombinico

concentrado ativado (aPCC) e o Fator VII recombinante ativado (rFVlla)
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(Gringeri et al., 2003). Dois desses tratamentos (aPPC e rFVlla) foram
comparados por Carlsson et al. (2008), que concluiram ser o primeiro mais
vantajoso em termos de custo por episodio hemorragico. Terapias
alternativas para sangramentos agudos em pacientes com inibidor incluem
também a remocdo do anticorpo por imunoadsorcdo ou plasmaferese,
seguido de infusdo de FVIII (Kempton & White, 2009).

No Brasil, a primeira linha de tratamento para sangramentos em
pacientes com inibidores € realizada principalmente com aPCC, sendo
também utilizados rFVlla, PCC e altas doses de Fator VIII humano, mas ha
discussao sobre o custo-beneficio de cada um (Goudemand, 1999; Ozelo et
al., 2007; Carlsson et al., 2008). Nos ultimos anos o Ministério da Saude
tem adquirido o Fator VII ativado (FVlla) recombinante. Em funcdo do seu
altissimo custo, este medicamento é reservado para aqueles pacientes que
apresentam inibidores de titulo alto, que ndo respondem ao uso de
PCC/aPCC, ou para aqueles que apresentam reacdo alérgica grave (com
risco de vida) aos mesmos (Manual de Tratamento das Coagulopatias
Hereditarias, 2006). Portanto, o tratamento de hemofilicos com inibidores &
muito caro, tanto em termos absolutos quanto em relacdo ao tratamento de
hemofilicos sem inibidores (segundo Goudemand, 1999, o custo € 3 vezes

maior).
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1.4. Sistemas que podem afetar a resposta imune ao  Fator VIII

1.4.1. IL4 e IL4R

Esta bem estabelecido que o desbalanco entre as citocinas Tyl e
Ty2 tem um papel crucial na desregulacdo da resposta imune, levando a
patogénese de doencas autoimunes (Cantagrel et al. 1999; Rabinovitch
1994; Sartor 1994). Entdo, os genes das citocinas Tyl e Ty2 e seus
respectivos receptores podem ser considerados bons candidatos para
modificar o risco para essas doencas. O exemplo prototipico da citocina
T2 € a interleucina 4 (IL4), que exerce uma ampla gama de efeitos. Ela
estimula o desenvolvimento de linfocitos Ty2, inibe a funcdo dos
macréfagos e reduz a producdo de interferon-y, IL2, IL6 e TNF pelas
células Tyl, agindo como um potente antiinflamatorio (Tew et al., 1989; Van
Kampen et al., 2005).

A citocina IL4 é codificada pelo gene IL4, que compreende quatro
éxons e tem 10kb de tamanho. Esse gene esta localizado no cromossomo
5, na regido 5g31.1, junto com outros genes de citocinas Ty2, tais como
IL3, IL5, IL9, IL13 e IL15 (Le Beau et al.,, 1989). Polimorfismos podem
causar significativas mudancas na funcdo por alterar os niveis ou a
atividade de proteinas especificas. Devido a sua proximidade fisica no
cromossomo, trés polimorfismos no gene da IL4 estdo em forte ou perfeito

desequilibrio de ligacdo uns com os outros, formando haplétipos (Shibata et
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al., 2002; Kantarci et al., 2003). O primeiro polimorfismo € o SNP -590C>T
(rs2243250). Ele se localiza na regiao promotora do gene IL4, 590 pares de
bases antes do sitio de inicio da traducdo. Este polimorfismo é também
designado como -524C>T, a contagem sendo entéo relacionada ao sitio de
inicio da transcricdo. O segundo SNP que vem sendo investigado € o -
33C>T (rs2070874), localizado na regido 5 nado traduzida do gene da IL4
(Shibata et al., 2002). O terceiro € um VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) de 70 pares de bases localizado no terceiro intron (Arai et al.,
1989). Haplatipos formados por estes polimorfismos foram associados com
doencas inflamatorias e autoimunes, como revisado por Vanderbroek &
Goris (2003). Em nosso trabalho foi estudado apenas o primeiro desses
trés polimorfismos.

Num estudo realizado por Astermark et al. (2006b) foi analisada a
associacao entre o polimorfismo -590C>T (rs2243250) e o desenvolvimento
de inibidores em hemofilicos A. O genétipo mais comum foi o CC,
encontrado em 59% dos pacientes, dos quais 46% apresentavam histérico
de desenvolvimento de inibidores. O genotipo CT foi observado em 28%
dos pacientes, dentre os quais 51% tinham inibidores. O genotipo de menor
frequéncia foi o TT, encontrado em 13% dos pacientes, sendo que 41%
deles apresentavam inibidores. No total, foram observados inibidores em
48% dos pacientes com o alelo T, em comparacdo com 46% dos pacientes
sem esse alelo. Nao foi detectada associacdo entre os alelos ou os

genotipos encontrados e o desenvolvimento de inibidores nesses pacientes.
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O polimorfismo -590C>T (rs2243250) no gene da IL4 foi também
investigado por Chaves et al. (2010) em um grupo de hemofilicos A
brasileiros. A andlise dos resultados da genotipagem também ndo mostrou
correlacdo entre esse polimorfismo e o desenvolvimento de inibidores
nesses pacientes.

Em nosso estudo foi analisada a relacdo entre esse polimorfismo no
gene da IL4 e o desenvolvimento desses inibidores em hamofilicos A
graves.

O receptor da interleucina 4 € uma proteina transmembrana que
pode ligar-se a interleucina 4 e a interleucina 13 para regular a producédo de
IgE. A proteina codificada pode também ligar-se a interleucina 4 para
promover a diferenciacdo das células Ty2. A forma soluvel da proteina
codificada pode ser produzida por processamento alternativo ou por
protedlise da proteina ligada a membrana, e essa forma sollvel pode inibir
a proliferacao celular mediada por IL4 e a regulacdo aumentada de IL5
pelas células T. Duas variantes que codificam diferentes isoformas, uma
forma ligada a membrana e uma forma soltvel, foram encontradas para
este gene, que esta localizado no cromossomo 16, na regido 16pl12.1-
pll.2. Variantes alélicas nesse gene tém sido associadas com atopia, uma
condicdo que pode se manifestar como rinite alérgica, sinusite, asma ou
eczema (NCBI, 2011).

Em um estudo realizado por Erlich et al. (2009) n&o foi encontrada

associacao entre variantes do receptor da IL4 com a diabete melito tipo 1,
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enquanto Ha et al. (2008) analisaram o polimorfismo 1902A>G (rs1801275)
e observaram um efeito protetor do alelo 1902G com relacdo a obesidade.
N&do foi encontrado, entretanto, qualquer estudo de associacdo entre
variantes desse sistema com a prevaléncia de inibidores contra o FVIII em
hemofilicos A graves.

Em nosso trabalho, foi analisada a relagdo entre o polimorfismo
1902A>G (rs1801275) e o desenvolvimento desses anticorpos em

hemofilicos A graves.

1.4.2.1L10

A interleucina 10 é uma importante citocina que exerce um amplo
espectro de atividades, tendo propriedades antiinflamatérias e
imunossupressoras (Llorente et al., 1995). Ela aumenta a producao in vitro
de todos os tipos de imunoglobulinas pelas células mononucleares do
sangue periférico em pacientes com determinadas doencas autoimunes, e
sua concentragdo seérica esta correlacionada com a atividade da doenca
nesses pacientes (Housslau et al., 1995; Rosado et al., 2008). Estudos de
gémeos e de familias sugerem que aproximadamente 75% da variagcdo na
producdo da IL10 é determinada geneticamente, e essa variagdo parece
ser controlada a nivel transcricional (Eskdale et al., 1998). O gene que a
produz estéa localizado no cromossomo 1, na regido 1g31-32, e apresenta

trés principais SNPs variaveis na regido promotora: -1082G>A (rs1800896),

46



-819C>T (rs1800871), e -592C>A (rs1800872). Esses SNPs estéo
associados a mudancas na expressdo desse gene, e estdo portanto
relacionados a uma alta ou baixa producdo dessas citocinas. O alelo -
1082G esta associado a quantidades elevadas, enquanto o -1082A
determina niveis baixos de sintese da mesma. Além disso, considerando-se
os trés locus, o haplotipo GCC esta relacionado a uma alta sintese de IL10,
ACC com uma producao intermediaria, e ATA a uma baixa producdo dessa
citocina (Scassellati et al., 2004).

Um estudo realizado por Pavlova et al. (2009) analisou a relagéo
entre esses trés polimorfismos no gene da IL10 e o desenvolvimento de
inibidores contra o Fator VIl em pacientes com hemofilia A grave. O Unico
polimorfismo que apresentou uma diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos de pacientes com e sem inibidores foi o -1082A>G
(rs1800896). A frequéncia do alelo G foi maior em pacientes com inibidor do
gque em pacientes que ndo desenvolveram anticorpos (p=0,008). Nesse
trabalho foi analisada também a relacdo entre os haplétipos da IL10 e o
desenvolvimento desses inibidores. Uma prevaléncia consideravelmente
aumentada do haplotipo GCC foi observada em pacientes com inibidores
(p=0,0065).

Bafunno et al. (2010) também analisaram a associagdo entre o
polimorfismo -1082A>G (rs1800896) no gene da IL10. N&o foram
encontradas diferencas significativas nas distribuicbes alélicas e

genotipicas entre 0s grupos de pacientes com e sem inibidores.
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Em um trabalho desenvolvido por Chaves et al. (2010), foi
considerada a associagao entre os haplétipos acima referidos e a presenca
desses inibidores. O diplétipo GCC/ATA é mais frequente no grupo de
pacientes sem inibidores (p=0,043), esta associado com uma producéo
intermediaria de IL10, e individuos portadores tém uma chance 3,55 vezes
menor de desenvolver inibidores quando comparada a de outros pacientes.
Ja o diplotipo GCC/ACC, que também estd associado a uma producdo
intermediaria de IL10, apresentou-se em maior frequéncia no grupo de
pacientes com inibidores (p=0,0267), e os individuos com esse diplotipo
tém uma chance 5,82 vezes maior de desenvolverem inibidores anti-FVIII
do que os outros pacientes. Esses resultados mostram que uma associacao
simples considerando somente o nivel de sintese de uma proteina pode
nao ser suficiente para explicar o desenvolvimento de inibidores.

Além desses trés principais SNPs, a variante de 134pb do
microssatélite IL10G de repeticbes de CA também na regido promotora do
gene da IL10 é bastante importante. Essa variante estd associada as
concentracdes de auto-anticorpos tanto em ldpus eritematoso sistémico
quanto em miastenia grave e granulomatose de Wegener, e com a
concentracdo de imunoglobulinas monoclonais no mieloma mudltiplo (Zhou
et al., 2002; Huang et al., 1999a; Zheng et al., 2001).

Astermark et al. (2006b) encontraram inibidores contra o fator VIII em
73% dos pacientes com hemofilia A que apresentavam o alelo 134,

enquanto apenas 37% daqueles sem esse polimorfismo desenvolveram
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inibidores (P = 0.001). Uma associagao significativa entre esse alelo e o
desenvolvimento de inibidores foi encontrada também nos hemofilicos A
graves. Nesse grupo, a variante foi encontrada em 41% dos pacientes com
inibidores e em apenas 11% daqueles sem inibidores (P < 0.001).
Hemofilicos com esse alelo podem apresentar um fenotipo de alta secrecéo
que, sob o estimulo antigénico do FVIII deficiente, desenvolvem uma
expansao das células B clonais especificas e a formacao de inibidores.

Em nosso trabalho, foram analisados os polimorfismos -1082A>G
(rs1800896), -819C>T (rs1800871) e -592A>C (rs1800872) no gene da IL10
e sua relagdo com o desenvolvimento de inibidores em pacientes

hemofilicos A graves.

1.4.3. TNFa e TNFR1

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) € uma importante citocina
com potentes fungBes pro-inflamatorias e imunomodulatérias, e
polimorfismos nesse gene tém sido associados com doencas autoimunes
mediadas por anticorpos (Wilson et al., 1992; Huang et al., 1999). Varios
polimorfismos foram identificados no gene do TNFa, localizado em 6p21, na
regido de classe Il do HLA, mas poucos apresentaram frequéncias alélicas
maiores que 5%. O polimorfismo mais estudado com efeitos patofisiol6gicos
€ 0 TNFa -308G>A (rs1800629), na regido promotora do gene. Este

polimorfismo esta associado com niveis aumentados de TNFa em doencas
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inflamatdrias, com a formacdo de anticorpos em pacientes com miastenia

gravis e com o inicio precoce dessa doenca (Huang et al., 1999).

Analisando a relacdo entre esse polimorfismo e o desenvolvimento
de inibidores em hemofilicos A graves, Astermark et al. (2008) identificaram
inibidores para o FVIII em 73% dos pacientes com o genétipo TNFa -308
A/A, em 40% daqueles com gendtipo G/G e em 47% dos pacientes
heterozigotos G/A (P = 0.008). Estes dados sugerem que o polimorfismo
TNFa -308G/A pode ser um bom marcador e potencial modulador da

resposta imune na terapia de reposicao por esse fator.

Em outro trabalho desenvolvido por Astermark et al. (2006a) foram
estudados alguns polimorfismos (-827C>T (rs1799724), -308G>A
(rs1800629), e -238A>G (rs361525)) no gene do TNFa em 164 pacientes,
dentre os quais 124 eram hemofilicos A graves. A Unica associagcao
significativa encontrada foi entre o genotipo -308A/A e o0 grupo de pacientes

hemofilicos A graves com inibidores (p<0,001).

Um trabalho realizado por Pavlova et al. (2009) analisou a relagéo
entre esses quatro polimorfismos e o desenvolvimento de inibidores em
hemofilicos A graves. O Unico deles que apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos com e sem inibidor foi o -
308G>A (rs1800629). A prevaléncia de homozigotos AA foi
significativamente diferente entre os dois grupos analisados (7% e 2%)

(p=0,031). Os dados das frequéncias alélicas confirmaram a alta
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frequéncia do alelo -308A em pacientes com inibidor (22%) em relacéo aos

pacientes sem inibidor (13%) (p=0,0114).

Em um estudo que considerou o mesmo polimorfismo, Bafunno et al.
(2010) encontraram a frequéncia do alelo A levemente aumentada em
pacientes com inibidores, mas essa diferenca n&o foi estatisticamente

significativa (p=0,919).

O TNFR1 é um dos principais receptores do TNFa, sendo membro
da superfamilia de receptores do TNF. Essa proteina é codificada por um
gene que se localiza no cromossomo 12, na regido 12p13.2, e pode mediar
a apoptose e funcionar como um regulador da inflamacao (NCBI, 2011). As
atividades pleiotrépicas do TNFa sdo mediadas pela sua ligacdo a
receptores de TNF do tipo | (TNFR1) e tipo Il (TNFR2) (Hohmann et al.,
1989). Receptores de TNF sao inicialmente sintetizados como proteinas
ancoradas a membrana, que podem ser liberadas da superficie celular
através de clivagem proteolitica pela enzima conversora de TNF alfa (TNF
alpha converting enzyme - TACE); estes receptores solUveis funcionam
como atenuadores fisiolégicos da atividade do TNFa através de competicéo
por ligantes do TNFR (Xanthoulea et al., 2004).

A sinalizagdo do TNF € um processo complexo; TNFRs n&o tém
nenhuma atividade enzimética por si sO, e devem recrutar proteinas
citosOlicas para ativar vias mdltiplas a jusante (Wallache et al., 1999).

Ambos os receptores promovem diferentes respostas celulares; no entanto,
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os dois compartilham a capacidade de induzir o fator nuclear-kB e vias
apoptoticas (Pimentel-Muinos & Seed, 1999; Tartaglia et al., 1991).

O TNFR1 é constitutivamente expresso na maioria dos tecidos e
parece ser o mediador chave da sinalizagdo do TNF (Wajant et al., 2003).

Valle et al. (2010) analisaram a relacdo entre o polimorfismo -
383A>C no gene do TNFR1 e o desenvolvimento de artrite reumatoide. As
comparacOes das frequéncias alélicas e genotipicas entre os dois grupos
estudados (pacientes com artrite reumatoide e individuos saudaveis) néao
apresentou diferencas significativas. Nenhum estudo de associagdo entre
variantes desse sistema com a prevaléncia de inibidores anti-FVIII em
hemofilicos A graves foi encontrado.

Em nosso trabalho, foi analisada a relagcdo entre o polimorfismo
303A>G (rs4149622) no gene do TNFR1 e o desenvolvimento de inibidores

anti-FVIIl em hemofilicos A graves.

1.4.4. Outros

Além dos polimorfismos nos genes descritos acima, outros fatores

genéticos tém sido estudados com relacdo ao desenvolvimento de

inibidores em hemofilicos A graves.
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1.4.4.1. HLA-G

O antigeno leucocitario humano (HLA)-G pertence a familia
das moléculas do HLA de classe Ib ndo-classicas, que também inclui
0 HLA-E e HLA-F, e é predominantemente associado a tolerancia
materno-fetal (Rouas-Freiss et al., 1997). Hoje se sabe que tanto o
HLA-G solavel no plasma quanto o ligado a membranas funciona
como um mdultiplo imunorregulador, com importante funcéo
imunossupressora e possivel inducdo de imunotolerancia (Favier et
al., 2007).

O polimorfismo de insercdo/delecdo de 14pb (rs1704)
(Harrison et al., 1993) localizado na regido 3’ ndo traduzida do gene
do HLA-G parece ter um importante papel no seu processamento
alternativo e foi associado com diferentes niveis de HLA-G soluvel no
plasma (Chen et al., 2008). J& foi encontrada associacéo entre esse
polimorfismo e a suscetibilidade a algumas doencas inflamatérias e
autoimunes.

Outro polimorfismo localizado na regido 3’ ndo traduzida, na
posicado +3142 (rs1063320), parece alterar a ligacdo de micro RNAs
(miRNAS), influenciando assim na estrutura do RNA e na represséo
da traducdo mediada por esses elementos (Tan et al.,, 2007). Esse
polimorfismo é caracterizado pela troca de uma citosina por uma
guanina, e também ja foi associado com o desenvolvimento de

doencas inflamatdrias (Castelli et al., 2009; Cordero et al., 2009).
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Rosset (2010) analisou a relacdo entre esses dois
polimorfismos no gene do HLA-G e o desenvolvimento de inibidores
em hemofilicos A graves. A frequéncia do alelo da insercdo de 14pb
foi um pouco maior entre os individuos com inibidor, mas n&o atingiu
significancia estatistica (p=0,449). Analisando o SNP HLA-G
+3142C/G, também néo foi encontrada diferenca significativa entre a

distribuicédo alélica e genotipica de cada um dos grupos.

1.4.4.2. PTPN22

O gene da proteina tirosina fosfatase ndo receptora tipo 22
(PTPN22) codifica uma proteina tirosina fosfatase hematopoiética de
110kD, também conhecida como Lyp (Cohen et al., 1999). Proteinas
tirosina fosfatases (PTPs) tém diversos papéis como reguladoras
negativas de cascatas estimulatérias de sinalizacdo e séo
reconhecidas como fundamentais para a manutencdo do equilibrio
da resposta imune (Siminovitch, 2004). H& evidéncias bem
estabelecidas de que a alteracdo da expressdo ou atividade das
PTPs esta envolvida na regulacdo da sinalizacdo do receptor de
células T (TCR) e causa imunopatologias em camundongos
(Stanford et al., 2010).

Conforme revisao feita por Stanford et al. (2010), trés relatos
em 2004 documentaram a associacdo entre o SNP 1858C>T

(rs2476601) do gene PTPN22 e a diabetes tipo 1, a artrite

54



reumatodide, o ldpus eritematoso sistémico e a Doenca de Graves.
Outros relatos encontraram associacao entre esse polimorfismo e a
Doenca de Addison, o vitiligo, a miastenia grave e a esclerose
sistémica.

Como ja& mencionado, Baffuno et al. (2010) realizaram um
estudo cujo objetivo foi avaliar se polimorfismos em diferentes genes
gue modulam a resposta imune poderiam conferir susceptibilidade
para o desenvolvimento de inibidores em um grupo de italianos
hemofilicos com e sem historia de inibidores. As frequéncias alélicas
observadas para o polimorfismo acima indicado nao diferiram
significativamente entre os pacientes com inibidores e sem inibidores
(p = 0,968). Rosset (2010) também ndo encontrou diferencas
significativas nas frequéncias do mesmo nos grupos com e sem

inibidores.

1.4.4.3. HLA Classe Il

As moléculas do antigeno leucocitario humano (Human
Leukocyte Antigen - HLA) de classe Il ttm um papel essencial na
apresentacdo de peptideos do FVIII para as células TH CD4-
positivas. Em particular, foi relatado que os alelos DRB1*15 e
DQB1*0602 do HLA de classe Il podem ter uma influéncia sobre o
desenvolvimento de inibidores anti-FVIII (Hay et al., 1997; Oldenburg

et al., 1997).
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Paviova et al. (2009) estudaram esses dois alelos e sua
possivel relagdo com o desenvolvimento de inibidores em pacientes
com hemofiia A grave. O DRB1*1501 foi encontrado mais
frequentemente em pacientes com inibidores do que nos que nao os
apresentavam (p=0,0054). Todos os outros alelos desse locus néo
mostraram diferencas estatisticamente relevantes entre esses
grupos de pacientes. Na comparagado dos resultados obtidos para o
locus DQ, foi detectada uma diferenca estatisticamente significativa
apenas em DQB1 * 0602. Dezesseis por cento dos pacientes com
inibidores apresentaram o DQB1*0602, enquanto no grupo de

pacientes sem inibidores esse numero foi de 9% (p=0,0117).

1.44.4. CTLA-4

O antigeno 4 de linfécitos T citotoxicos (cytotoxic T-
lymphocyte antigen-4 - CTLA4) € uma segunda molécula co-
estimulatoéria, e € um homologo do CD28. Ele € expresso apenas em
células T ativadas, ligando-se a molécula B7 acessoria, e diminuindo
a expressdao de ceélulas T dependentes de resposta imune
(Djukanovic, 2000). Construcbes de CTLA-4-lg, que suprimem a
interacdo entre B7 em células apresentadoras de antigenos e CD28
em linfocitos T, foram utilizadas para impedir o inicio da resposta
imune anti-FVIIl em camundongos com deficiéncia desse fator

(Hausl et al., 2004).

56



Pavlova et al. (2009) estudaram a relacdo entre o0s
polimorfismos 49G>A (rs231775), -318C>T (rs5742909) e CT60A>G
(rs3087243) e o desenvolvimento de anticorpos anti-FVIII em
pacientes com hemofiia A grave. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa nas frequéncias genotipicas para os
trés polimorfismos testados nos pacientes com e sem inibidores. No
entanto, foi observada uma tendéncia para menor freqiéncia do
alelo A do polimorfismo CT60A>G (rs3087243) em pacientes com
inibidores (p=0,06).

Baffuno et al. (2010) analisaram o polimorfismo 49G>A
(rs231775), e também ndo encontraram associacdo entre ele e o

desenvolvimento de inibidores em hemofilicos A graves.

1.4.4.5. FOXP3

O forkhead box P3 (FOXP3) € um gene localizado no
cromossomo X, na regido Xpll.23, e codifica uma proteina que é
membro da familia de reguladores de transcricdo forkhead/winged-
helix. Defeitos nesse gene sdo a causa de poliendocrinopatias
autoimunes, enteropatias e da sindrome da autoimunidade-
imunodeficiéncia ligada ao X. Foram identificados transcritos obtidos
por processamento alternativo que codificam diferentes isoformas

(NCBI, 2011).
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No mesmo estudo citado anteriormente, Baffuno et al. (2010)
analisaram a relacao entre o polimorfismo 1189C>T (rs28935477) no
gene do FOXP3 nesses dois subgrupos. Essa analise revelou
auséncia de variagéo, todos os individuos apresentando somente o

alelo C.

1.4.4.6. IRF5

O Fator Regulador de Interferon 5 (Interferon Regulatory
Factor 5—-IRF5) €& codificado por um gene localizado no
cromossomo 7, na regiao 7q32. Esse gene codifica um membro da
familia de fatores reguladores de interferon (interferon regulatory
factors - IRF), um grupo de fatores de transcricAo com diversos
papéis, incluindo a ativacdo do virus mediada por interferon e a
modulacéo do crescimento celular, a diferenciacéo, a apoptose e a
atividade do sistema imune. Os membros da familia IRF s&o
caracterizadas por um dominio N-terminal conservado de ligacdo ao
DNA contendo repeticbes de triptofano. Varios transcritos que
codificam diferentes isoformas foram encontrados para esse gene, e
um polimorfismo de insercdo-delecdo de 30 nucleotideos
(rs60344245) pode resultar na perda de um segmento de 10
aminoacidos (NCBI).

Quanto ao polimorfismo 198G>T (rs2004640) no gene do

IRF5, os mesmos autores citados na se¢ao anterior (Baffuno et al.,
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2010) ndo encontraram diferencgas significativas na distribuicdo de

alelos e genadtipos nos dois subgrupos de pacientes (p = 0,964).
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CAPITULO 2

OBJETIVO




O presente projeto teve por objetivo determinar os genétipos de hemofilicos
A graves que apresentavam ou ndo inibidores anti Fator VIl quanto as mutacfes
em genes candidatos que predisporiam ao desenvolvimento desses anticorpos.
Em especial foram escolhidos genes envolvidos no sistema imune (interleucinas
IL4, ILAR e IL10; e os fatores de necrose tumoral TNFa e TNFR1), e testada a

associacao de seus alelos com a referida diferenca.
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Summary. A total of 154 severe Brazilian haemophilia A pateewith (47) and without
(107) Factor VIII inhibitors were tested in relatibo 10 polymorphisms in five systems
(IL4, IL4R, IL10, TNFu, and TNFR1) related to the immune response. Tbhfeiem,
IL4R 1902A>G, TNk -863A>C, and TNFR1 303A>G have never been stutieslich
series. Statistically non-significant differencesrev observed by us in all comparisons, in
agreement with same, but not all previous studiée. question of why some, but not all

severe haemophilia A patients develop anti-Factdravitibodies remain open.
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I ntroduction

The main problem facing the replacement therapgeskre haemophilia A patients is the
development of Factor VIII (FVIII) inhibitors. Manfactors are involved in this immune
response [1] and the characteristics, mechanisnagtain, and epitope mapping of these
antibodies were considered in [2]; another papermenxed methods of prevention and
immune modulation [3]. Association of the developtef these antibodies and immune
system polymorphisms yielded contradictory rest8]. Components of this system are
the cytokines, involved in its cell communicati@and more specifically, the interleukins,
that promote cell growth and differentiation, adlvas the tumour necrosis factors, which
have cytotoxic effects on tumour, but not on norgells. Due to the contradictory results
indicated above, we decided to test 10 polymorphignich affect these substances as part
of a long-term investigation aiming at identifyirfgctors related to FVIII inhibitor

formation in a large sample of severe haemophilBrézilian patients [9].

M aterials and methods

Patients and samples

A total of 154 severe haemophilia A patients werelied, ascertained at Rio Grande do
Sul's (Brazil) Center of Haematology and HaemothgrtHEMOCENTRO-RS). All were
of European descent. Patients, their parents, gal leepresentatives gave appropriate
informed consents, and the study was approvedd¥&deral University of Rio Grande do
Sul Ethics Committee. Blood samples were colleatetlbes with 3.2% sodium citrate,

and DNA extraction was performed as described 0. [1
Laboratory and statistical tests
The polymorphisms were identified by real time PRgMan® SNP Genotyping Assay

methods — Applied Biosystems, Foster City, USAhilbitor titrations were performed

using the Bethesda assay [11]. Patients who presenieast once a >1BU TValue were
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classified as having inhibitors. Gene and alleEgfiencies in subjects with and without
inhibitors were compared by chi-square and FisheKkact tests using the SPSS 18.0

program. Haplotypes were estimated with the MLanfswvare.

Results and discussion

Table 1 shows the genotype frequencies for the digmmorphisms tested, one each for
interleukin IL4 and its receptor, IL4R, and tumagcrosis factor receptor, TNFR1; while
for IL10 and TNFe respectively three and four sites were considefde: frequencies
observed were those generally observed in Europepulations, as shown in the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) datakan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html). Onlyvo of the 30 tested distributions
(with inhibitors, without inhibitors, total) signdantly deviated from the Hardy-Weinberg
equilibrium (IL4R 1902A>G and TNk -863A>C samples in patients with inhibitors), a
value that was expected due to random sampling dhly IL10 -1082A>G, -819C>T, and
-592A>C; and TNk -863A>C, -827C>T, -308G>A, and -238A>G polymorphss were
also classified in haplotypes (data not shown, labks on request). No significant
differences between subjects with or without intoks were found either considering the
genotype or haplotype frequencies.

Table 2 compares the allele frequencies betweerenpstwith and without inhibitors
observed in our study with those of previous inigadions. As far as we know, the data on
IL4AR 1902A>G, TNk -863A>C, and TNFR1 303A>G are the first reportedthe
literature. Our non-significant differences betwélea two groups for IL4 -590C>T, IL10 -
819C>T, -592A>C, TNk -827C>T, -238G>A agree with the findings reporied, 5, 6].
However the results concerning two other sitescargradictory. For IL10 -1082A>G the
absence of association observed by us was foujd]|b@n the other hand, Pavloe al.

[5] did found a difference, with th& allele showing a higher frequency in subjects with
inhibitors. As far as TNé& -308G>A, there are divergent results in the faries. Baffuno
et al [7] obtained non-significant data between the s&ts, as ourselves, while Paviata
al. [5] and Astermarlet al. [6] observed higheA frequencies in those with inhibitors.

Sample sizes are not very different in the serigh divergent results, and all genotype
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frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium. gdiries included severe haemophilia A
patients only. Therefore we are at a loss to erplagese divergent results; certainly new

studies on this specific polymorphism are warranted
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Table 1. Genotype frequencies observed in severe haemaghpiatients with and without
inhibitor

Systems and With inhibitors (N=47) Without inhibitors (N=107)
genotypes N Frequency (%) N Frequency (%)
IL4

-590 C>T

CcC 27 57.4 55 51.4
CT 14 29.8 40 37.4
1T 6 12.8 12 11.2
ILAR

1902 A>G

AA 33 70.2 68 63.6
AG 9 19.1 35 32.7
GG 5 10.6 4 3.7
IL10

-1082 A>G

AA 21 44.7 43 40.2
AG 19 40.4 51 47.7
GG 7 14.9 13 12.1
-819 C>T

CcC 18 38.3 61 57.0
CT 24 51.1 35 32.7
1T 5 10.6 11 10.3
-592 A>C

AA 5 10.6 12 11.2
AC 23 48.9 34 31.8
CcC 19 40.4 61 57.0
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Table 1. (Cont)

Systems and With inhibitors (N=47) Without inhibitors (N=107)
genotypes N Frequency (%) N Frequency (%)
TNFo

-863 A>C

AA 7 14.9 12 11.2
AC 8 17.0 39 36.4
CcC 32 68.1 56 52.3
-827 C>T

CcC 37 78.7 87 81.3
CT 10 21.3 20 18.7
-308 G>A

GG 40 85.1 84 78.5
GA 7 14.9 21 19.6
AA 0 0 2 1.9
-238 A>G

AA 1 2.1 0 0
AG 5 10.6 13 12.1
GG 41 87.2 94 87.9
TNFR1

303 A>G

AA 42 89.4 97 90.7
AG 5 10.6 9 8.4
GG 0 0 1 0.9
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Table 2. Comparison between the allele frequencies obtdam#te present study with

those of previous investigation.

MAF
System N Allele With  Without P Reference
inhibitors inhibitors

IL4

-590C>T 124 T 0.28 0.31 NS [4]
154 T 0.38 0.38 1.000 Present study

IL4R

1902A>G 154 G 0.20 0.20 1.000 Present study

IL10

-1082A>G 260 G 0.55 0.43 0.008 [5]
366 G 0.39 0.39 1.000 [7]
154 G 0.35 0.36 0.898 Present study

-819C>T 260 T 0.24 0.24 1.000 [5]
154 T 0.36 0.27 0.104 Present study

-592C>A 260 A 0.24 0.24 1.000 [5]
154 A 0.35 0.27 0.176 Present study
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Table 2. (Cont.)

MAF
System N Allele With Without P Reference

inhibitors inhibitors

TNFa
-863A>C 154 A 0.23 0.29 0.333 Present study
-827C>T 123 T 0.09 0.08 NS [6]
260 T 0.08 0.13 0.068 [5]
154 T 0.11 0.09 0.835 Present study
-308G>A 124 A 0.42 0.24 0,003 [6]
260 A 0.22 0.13 0.011 [5]
373 A 0.13 0.09 NS [7]
154 A 0.07 0.12 0.12 Present study
-238G>A 123 A 0.06 0.05 NS [6]
260 A 0.03 0.03 0.805 [5]
154 A 0.07 0.06 0.802 Present study
TNFR1
303A>G 154 G 0.05 0.05 1.000 Present study

MAF: Minor allele frequency
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CAPITULO 4

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS




A hemofilia A é uma das doencas hemorragicas mais frequentes da via
intrinseca da cascata de coagulacdo sanguinea, sendo a segunda doenca
genética hemorragica mais frequente na populacdo humana (Dasgupta et al.,
2007). O padrdo de heranca € recessivo ligado ao X, e a doencga afeta,
aproximadamente, 1 em cada 11.700 nascimentos masculinos no Rio Grande do
Sul (Alexandre & Roisenberg, 1985). Cerca de 50% dos individuos afetados sao
hemofilicos graves, apresentando niveis de atividade de Fator VIII no plasma <1%
do que os encontrados no plasma de individuos normais (Antonarakis et al., 1995).
Os hemofilicos graves apresentam sangramentos espontaneos ou apos traumas
leves frequentes, podendo ocorrer hematuria, epistaxe, melena/lhematémese, bem
como hematomas, sangramentos retoperitoniais e intra-articulares (hemartroses),
0S quais constituem 0s aspectos mais caracteristicos das formas graves e
acarretam muitas dificuldades fisicas e psicologicas (Rezende et al., 2005).

A reposicdo do FVIII é a forma de tratamento mais eficiente, porém uma
fracdo dos pacientes tratados desenvolve anticorpos (inibidores) que neutralizam o
FVIII infundido, dificultando a acdo terapéutica (Rieger, 1996; Rezende et al.,
2005). A incidéncia de inibidores em diferentes populagbes de hemofilicos A é
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-se 0s
pacientes com todas as formas de hemofilia A (grave, moderada e leve). No Rio
Grande do Sul a incidéncia de inibidores nos hemofilicos graves é de 40% (Leiria
et al., 2008). Intervencdes terapéuticas para modular a resposta imune ao fator

infundido precisam ser consideradas, para diminuir o incbmodo e a enorme

75



implicacdo que os inibidores causam na rotina dos hemofilicos. Para esse
proposito, € necessaria uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos.
Com a identificacdo de determinantes de risco que influenciam o desenvolvimento
de inibidores em um paciente, poder-se-iam identificar perfis diferentes de
suscetibilidade, que poderiam ser utilizados para selecionar um tratamento mais
adequado para cada um, para diminuir ou abolir a formacé&o de inibidores.

Na tentativa de esclarecer os motivos pelos quais alguns pacientes
submetidos a terapia de reposicdo de Fator VIl desenvolvem inibidores e outros
ndo, foram realizados estudos avaliando a relacdo entre alguns polimorfismos do
sistema imune e o desenvolvimento desses anticorpos; porém, de um modo geral,
0os resultados das associacfes sd8o negativos ou, quando positivos, nao tém
apresentado replicacdo. No presente trabalho foram estudados 10 polimorfismos
em 5 sistemas de importancia imunologica (L4, IL4R, IL10, TNFa e TNFR1), ndo
tendo sido encontrada associacdo entre qualquer desses polimorfismos e o
desenvolvimento de inibidores em hemofilicos A graves.

Considerando-se os dados obtidos nos diferentes estudos, pode-se inferir
que outros fatores, como as caracteristicas do tratamento (tipo e pureza do
concentrado de Fator VIII utilizado), a idade de inicio do tratamento, as doses
iniciais do concentrado, a frequéncia das infusdes antes do desenvolvimento do
inibidor, a intensidade do tratamento (parcialmente examinadas por Leiria, 2008
para a presente seérie), bem como o tipo de alteracdo genética do paciente, as
variantes do sistema imune ainda n&o estudadas, e fatores ambientais de

diferente sorte podem ter maior influéncia no desenvolvimento desses anticorpos.
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A presente investigacao faz parte de um projeto de longa duracgéao, iniciado
h& mais de quatro décadas, sobre as hemofilias na populacdo do Rio Grande do
Sul. Os estudos continuam, e serdo investigados os fatores acima mencionados
que podem influr no aparecimento ou nao desses anticorpos, mais
especificamente: a) o tipo de alteracdo genética de cada paciente; b) sua historia
de vida; c) presenca ou ndo de recorréncia familiar e eventual concordancia na
formacédo de anticorpos; e d) acompanhamento individual ao longo do tempo. Com
isto, poder-se-a fornecer novos subsidios a elucidagdo desse problema, da maior
importancia tanto académica quanto aplicada. Meta: o direito a uma vida digna e

feliz, independentemente da constituicdo genética especifica.
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