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Resumo

A hemofilia A (HA) congénita ¢ um disturbio hemorragico com transmissdo hereditaria ligado a
deficiéncia do fator VIII (FVIII). O tratamento da HA ¢ baseado na reposi¢do do FVIII, requerendo
infusdes intravenosas de concentrados de FVIII exdgeno. Durante o tratamento, alguns pacientes
desenvolvem uma resposta imune que produz anticorpos anti-FVIII (inibidores). Os inibidores
neutralizam a atividade procoagulante do FVIII ¢ diminuem a eficiéncia do tratamento. Apesar da
relevancia dos inibidores, os mecanismos imunologicos associados aos inibidores ainda nio foram
completamente elucidados. Neste trabalho analisou-se o perfil de citocinas intracitoplasmaticas de
células do sistema imune inato e adaptativo de pacientes com HA e inibidores [HA-FVIII(+)] e com
HA sem inibidores [HA[-FVIII(-)]. Os resultados mostraram uma menor frequéncia de mondcitos e
neutréfilos TNF-0I, monécitos IL-5 @meutrofilos IL-4 e uma maior frequéncia de
neutrofilos(linfécitos T CD4", T CD8" e T CD19™ 1L-10 'ém pacientes do grupo HAo-FVIII(+). Em
pacientes do grupo HAo-FVIII(-) observou-se uma maior frequéncia de mondcitos TNF-
I ‘ellinfécitos B IL-4 '¢ uma menor frequéncia de linfocitos T CD4" e T CD8" IL-10". Observou-se o
predominio de um padrao anti-inflamatério/regulador no grupo HAa-FVIII(+) ¢ um padrao pro-
inflamatério no grupo HAa-FVIII(-), sugerindo que o microambiente celular pode ser um elemento
importante associado a capacidade de desenvolvimento de inibidores. Analisou-se também a presenca
de microparticulas plasmaticas (MPs) em pacientes com HA. Os resultados mostraram uma maior
frequéncia de MPs derivadas de células endoteliais, granuldcitos e linfocitos T em pacientes do grupo
HAo-FVIII(-) e uma maior frequéncia de MPs derivadas de hemacias em pacientes do grupo HAa-
FVIII(+). O predominio de MPs no grupo HAa-FVIII(—) pode ser relacionado ao aumento da ativagdo
celular e influéncia do microambiente pro-inflamatério. MPs derivadas de hemacias induziram a
investigacdo da presenca de anticorpos em hemacias de pacientes com HA. Os resultados
demonstraram que pacientes do grupo HAa-FVIII(+) tém uma maior frequéncia de anticorpos na
superficie de hemacias. Em fungio deste resultado, investigou-se a presenga de anticorpos anti-FVIII
em concentrados de hemacias de pacientes do grupo HA-FVIII(+). Foi possivel detectar anticorpos
anti-FVIII em concentrados de hemacias, sugerindo que essas células podem interagir com anticorpos
anti-FVIII. Determinou-se ainda, a avidez de anticorpos anti-FVIII de pacientes do grupo HAa-
FVII(+). Os resultados demonstraram avidez superior de anticorpos IgG total e IgGl anti-FVIII
quando comparados a [gG4. Foi observada também uma correlagdo negativa entre os indices de avidez
de anticorpos IgG4 anti-FVIII de pacientes graves aos titulos de Bethesda, sugerindo que existem
variagdes na avidez dos anticorpos anti-FVIII dependendo do perfil dos pacientes com HA. No
contexto da avaliacdo da resposta imune contra o FVIII, foi possivel identificar biomarcadores
fenotipicos celulares e humorais caracteristicos de pacientes com e sem inibidores que podem
contribuir para o monitoramento do desenvolvimento ¢ manutengdo de anticorpos inibidores do FVIIL.

Palavras-chave: Hemofilia A, Fator VIII, Coagulagdo Sanguinea.



Abstract

Congenital hemophilia A (HA) is a bleeding disorder with hereditary transmission associated to
deficiency of factor VIII (FVIII). The treatment of HA is based on replacement of FVIII, requiring
exogenous FVIII intravenous infusions. During the treatment some patients develop an immune
response that produces anti-FVIII antibodies (inhibitors). Inhibitors neutralize the procoagulant
activity of FVIII and affect the treatment efficiency. Despite the relevance of inhibitors, the
immunological mechanisms associated to inhibitors are still unknown. In this work, the
intracytoplasmic cytokine pattern of innate and adaptive cells from patients with HA and inhibitors
[HAa-FVIII(+)] and with HA and without inhibitors [HAa-FVIII(-)] was analyzed. Results showed a
lower frequency of TNF-a" monocytes and neutrophils, IL-5" monocytes and IL-4" neutrophils and an
increased frequency of IL-10" neutrophils, lymphocytes T CD4", T CD8" and T CD19" in HAa-
FVIII(+) group. In HAa-FVIII(-) group was observed an increased frequency of TNF-a monocytes
and IL-4" lymphocytes B and a lower frequency of IL-10" lymphocytes T CD4" and T CDS8". A
predominance of an anti-inflammatory/regulatory pattern in HAa-FVIII(+) patients and a mixed
pattern, with a bias toward inflammatory cytokine profile, in HAa-FVIII(-) patients was observed.
The occurrence of these profiles seems to be associated to the capacity of inhibitors development. The
presence of plasmatic microparticles (MPs) in HA patients was also analyzed. The results showed
increased levels of circulating MPs derived from endothelial cells, granulocytes, and T lymphocytes in
patients without FVIII inhibitors and MPs from erythrocytes were higher in patients with inhibitors.
The predominance of MPs in HAa-FVIII(—) patients probably was provided by the increased of
cellular activation due to an inflammatory microenvironment. MPs from erythrocytes induced to the
investigation of the presence of antibodies in the surface of erythrocytes of HA patients. The results
demonstrated that HAa-FVIII(+) patients have a higher frequency of antibodies in the surface of
erythrocytes. Due to this result, the presence of anti-FVIII antibodies in erythrocytes concentrates in
HAo-FVIII(+) patients was investigated. It was possible to detect anti-FVIII antibodies in erythrocytes
concentrates, suggesting that FVIII can interact with anti-FVIII antibodies. The avidity of anti-FVIII
antibodies in HAa-FVIII(+) patients was also determined. Results demonstrated a high avidity of anti-
FVIII total IgG and IgG1 antibodies when compared to IgG4. A negative correlation between the
avidity of anti-FVIII IgG4 antibodies in severe patients and Bethesda titer was observed, suggesting
that there are variations in the avidity of anti-FVIII antibodies depending on the profile of HA patients.
In the context of the evaluation of the immune response directed to FVIIL, it was possible to identify
phenotypic cellular and humoral biomarkers profiles of patients with and without inhibitors, thereby
contributing to tracking the development and maintenance of FVIII inhibitors antibodies.

Key-words: Hemophilia A, Factor VIII, Blood coagulation.
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1.1 Hemostasia

O sangue ¢ responsavel por inumeras fun¢des no organismo vivo. Entretanto, para
manutencao dessas fungdes, o sangue precisa permanecer fluido dentro dos vasos sanguineos.
Caso ocorra o extravasamento do sangue dos vasos, surgem algumas reagdes que auxiliam na
interrup¢do do sangramento. O conjunto dessas reagdes ¢ conhecido como coagulagdo
sanguinea, um processo vital para a manutencdo da hemostasia dos seres humanos quando
ocorre algum tipo de lesdo em tecidos e/ou 6rgaos.

Na década de 1960, Macfarlane e Davie & Ratnoof propuseram pela primeira vez a
teoria de uma “cascata de coagulacdao” para representacao da fisiologia da coagulacdo do
sangue. Nesse modelo, a coagulacdo ocorre devido a ativagdo proteolitica sequencial de pro-
enzimas por proteases plasmaticas, resultando na formacgdo de trombina que, por sua vez,
converte o fibrinogénio em fibrina. O processo de coagulagdo descrito é realizado pela
interacdo de duas vias, “via intrinseca” e “via extrinseca” da coagulacio (MACFARLANE,
1964; DAVIE & RATNOFF, 1964).

A ativagdo do fator XII (FXII) na via intrinseca ocorre quando o sangue entra em
contato com superficies de cargas elétricas negativas (superficies com coldgeno exposto) e
requer a presenca da pré-calicreina (serino-protease) e do cininogénio (cofator nao
enzimatico). O FXII ativado ativara o fator XI (FXI), que por sua vez ativara o fator IX (FIX).
O FIX ativado, na presenca do fator VIII (FVIII), ativa o fator X (FX) (“via comum”
(BROZE, 1995).

A via extrinseca ¢ iniciada pelo trauma com a ativagdo do fator VII (FVII), que ativara
diretamente o FX. A “via comum” ou “via de ativa¢ao do FX” promove a ativagao do fator V
(FV), possibilitando a formacao do complexo protrombinase, que leva a conversdo da
protrombina (fator II ou FII) em trombina (FII ativado), que promove a transformagdo do
fibrinogénio em fibrina, que se interligard para formar o codgulo de fibrina. O codgulo ativara
o fator XIII (FXIII) que promove a estabilizacdo do mesmo (Figura 1) (BROZE, 1995).

Atualmente, esse modelo da cascata de coagulagdo sanguinea ndo ¢ considerado
adequado fisiologicamente, tendo em vista que a separagao e a independéncia entre as vias de

ativagdo ndo ocorre em seres humanos, como podemos observar na hemofilia A.
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Figura 1: Modelo da cascata de coagulagdo sanguinea (www.geocities.com/

bioquimicaplicada/Coagul6.gif, adaptado).

Na década de 2000, foi proposto um novo modelo de coagulacdo sanguinea por
Hoffman (2001, 2003). O denominado “modelo celular” demonstra que as vias intrinseca e
extrinseca da coagulagdo ndo atuam de forma independente e sim de maneira complementar.
O modelo destaca a interacdo entre os fatores de coagulacdo e as superficies celulares e ¢
baseado em trés etapas: inicia¢do, amplificagcdo e propagagao.

A etapa de iniciagdo da coagulacdo ocorre no local da exposicdo sanguinea, mediada
por células extravasculares que expressam fator tissular (TF) (fibroblastos, células
mononucleares, macrofagos e células endoteliais). Na superficie dessas células o TF se liga ao
FVIIa, e ativa os fatores IX e X. O FX ativado, por sua vez, se associa ao fator Va formando o
complexo de protrombinase na superficie celular. Em contrapartida, o FIX ativado se liga a
superficie de plaquetas. Nessa fase inicial ocorre a conversdo de pequenas quantidades de
protrombina em trombina. Durante a etapa de amplificacdo, a pequena quantidade de
trombina gerada provoca ativacdo de plaquetas, que expdem seus receptores e sitios de
ligacdo a fatores de coagulagdo ativados. Ha ainda a ativacao dos fatores V, VIII e XI em suas

superficies. Nessa etapa, o complexo FVII/FvW (fator de von Willebrand) dissocia-se,
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gerando maior adesdo e agregagdo de plaquetas. E por fim, na etapa de propagacao, diversos
eventos ocorrem na superficie das plaquetas ativadas como: ligagcdo do FIX ativado ao FVIII
ativado, dissociagdo do FX ativado antes ligado ao FV ativado e a formacdo do complexo
tenase (FVIIla/FIXa/FXa). Nesse momento ocorre uma formagao significativa de trombina, a
qual por sua vez leva a clivagem do fibrinogénio a fibrina, possibilitando a formagao do

coagulo de fibrina (Figura 2) (HOFFMAN & MONROE, 2001; HOFFMAN, 2003).
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Figura 2: Modelo celular da cascata de coagulacdo sanguinea (Traduzido e adaptado por
FERREIRA et al., 2010).

Considerando o modelo celular da cascata de coagulacdo sanguinea ¢ possivel
dimensionar a relevancia dos fatores da coagulagdo e ainda mensurar as possiveis alteragdes

acarretadas pela deficiéncia de um desses componentes.
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1.2 Fator VIII

O FVIII ¢ codificado pelo gene conhecido como F§8 com cerca de 180 Kb e 26 exons,

presente na extremidade distal do braco longo do cromossomo X, por¢do Xq28, cuja
expressdo ocorre principalmente nos hepatocitos e nas células endoteliais sinusoidais do
figado.
O transcrito do FVIII ¢ de aproximadamente 9 Kb com 7.053 nucleotideos, traduzido como
um precursor proteico de 2.351 aminodcidos, com cerca de 330 kDa (GITSCHIER et al.,
1984; WOQOD et al., 1984; TOOLE et al., 1984; LEVINSON et al., 1992). A glicoproteina
madura do FVIII contém 2.332 aminoacidos e seu peso molecular estimado ¢ de 265 kDa,
sendo altamente glicosilada, com 25 sitios possiveis de asparagina para formar N-glicosilacao
(VEHAR et al., 1984; LENTING et al., 1998).

Na sua forma nativa, o FVIII é constituido de diferentes dominios com homologia
interna (NH,-A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH), sendo os trés primeiros dominios da por¢do N-
terminal, Al, A2 e A3, que apresentam homologia na sequéncia de aminodcidos de
aproximadamente 30%. Os dominios A2 e A3 sdo separados pelo dominio B e a porgdo C-
terminal da proteina madura tem dois dominios homoélogos: C1 e C2 (Figura 3) (KANE &
DAVIE, 1986; LENTING et al., 1998; WALTER et al., 2013).

Cadela Pesada

TR

Dominio B
&8 L ¥ Glicosilagio

Cadeia Leve

Figura 3: Dominios e sitios de glicosilagdo da molécula de FVIII (BOVENSCHEN et al.,
2005, modificado).

O FVIII circula no plasma associado ao FvW via dominio C2, interagindo na forma de

um heterodimero, constituido de uma cadeia pesada (dominios A1-A2 e B) e de uma cadeia
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leve (dominios A3-C1-C2), que sdo associadas via ligacdes nao-covalentes. A formacao do
complexo FVIII-FvW evita a interagdo entre o FVIII e os outros componentes da cascata de
coagulacdo sanguinea, sendo necessario que o heterodimero sofra uma ativagao proteolitica
pela trombina para produzir a forma de cofator ativo, FVIIla. A trombina ativa o FVIII
através da clivagem proteolitica em residuos de arginina entre os dominios Al ¢ A2, A2eBe
B e A3, resultando no heterodimero ativado. Apos a ativagdo, o FVIII ¢ liberado do FvW e se
liga ao FIX ativado e aos fosfolipidios de membrana para formar o complexo ativador do FX
(FAY et al., 1991; LOLLAR et al., 1985; LENTING et al., 1998).

Logo, o FVIII possui um papel fundamental na propaga¢do da cascata de eventos
proteoliticos da coagulagdo sanguinea, que ocorre como parte da resposta a perda de
integridade do sistema vascular. A atuacdo diminuida do FVIII endégeno na cascata de
coagulagdo dificulta a geracdo de trombina, altera a formagdo e estabilidade do codgulo de
fibrina e consequentemente ndo repara o endotélio vascular adequadamente

(ANTONARAKIS et al., 1995; HOYER, 1994).

1.3 Hemofilia A

A hemofilia é descrita como uma tendéncia de sangramento familiar desde o século V
e ¢ a doenca hemorragica ligada ao cromossomo X mais comum em todo o mundo
(ROSNER, 1969).

Desde 1937 sabe-se que a hemofilia ocorre devido a deficiéncia de um componente
plasmatico. Patek & Taylor demonstraram que um paciente com essa doenca hemorragica
tinha uma melhora significativa quando era tratado com o plasma de um individuo saudavel
(PATEK & TAYLOR, 1937). Posteriormente, a hemofilia foi caracterizada pela deficiéncia
ou defeito de diferentes componentes plasmaticos da cascata de coagulacao sanguinea, sendo
a deficiéncia de FVIII caracteristica da hemofilia A (HA) ¢ a deficiéncia de FIX caracteristica
da hemofilia B (HB). A HA congénita ¢ uma doenga monogénica, cronica e degenerativa,
com transmissdo hereditaria de padrdo recessivo ligada ao cromossomo X, que afeta
majoritariamente individuos do sexo masculino.

As anormalidades genéticas associadas @ HA incluem dele¢des, inversdes e mutacdes
no gene do FVIII que podem culminar com a alterag@o da transcri¢do, do processamento do
RNA ou da traducdo do FVIII. A gravidade da HA pode estar relacionada ao tipo de mutacao
ocorrida no gene F§8, sendo que aproximadamente 45% dos pacientes com a forma grave da

HA apresentam inversao do intron 22 (GOODEVE & PEAKE, 2003).
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A prevaléncia de pacientes com HA varia de 0,5-2,0 em 10.000 meninos nascidos
vivos em todos os grupos étnicos. A prevaléncia global ¢ de 143.523 pacientes e a prevaléncia
nacional ¢ de 9.616 pacientes. O Brasil ¢ considerado o terceiro pais no mundo com o maior
numero de pacientes com HA e somente no Estado de Minas Gerais ja foram registrados cerca
de 850 pacientes (WFH, 2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O diagnostico e a classificagdo da gravidade da HA sdo baseados na atividade do
FVIII residual presente no plasma dos pacientes. A HA ¢ classificada como grave quando a
atividade do FVIII for inferior a 1% (<0,01 Ul/mL) do normal, moderada quando a atividade
do FVIII for entre 1-5% (0,01-0,05 Ul/mL) do normal e leve quando a atividade do FVIII for
superior a 5% e inferior a 40% (>0,05-<0,40 UI/mL) do normal. De maneira geral, a HA
grave pode acarretar hemorragias espontaneas nas articulagdes, musculos e 6rgaos internos e
acometer aproximadamente 50% dos pacientes. A HA moderada pode acarretar hemorragias
apos traumas e acometer aproximadamente 10% dos pacientes. A HA leve pode acarretar
hemorragias apds traumas significativos ou cirurgias e acometer aproximadamente 30-40%
dos pacientes. Uma limitacdo para essa classificacdo da gravidade da HA ¢ a incapacidade
para se explicar a heterogeneidade clinica apresentada por alguns pacientes durante os
episodios hemorragicos. Em fun¢do disso, a gravidade da HA pode também ser baseada na
gradacdo dos sintomas clinicos exibidos pelos pacientes (ALEDORT et al., 1994;
ANTONARAKIS, 1995; WHITE et al., 2001; LUCK et al., 2004; BLANCHETTE et al,
2014).

1.4 Tratamento da Hemofilia A

O tratamento adequado dos pacientes com HA visa reduzir a morbidade e a
mortalidade associadas as hemorragias frequentes e é baseado na reposi¢do do FVIII
deficiente, requerendo assim, infusdes intravenosas de concentrados do FVIII. Esse FVIII
pode ser purificado do plasma humano (dpFVIII) ou recombinante (rFVIII). O uso de
crioprecipitado (FVIII/FvW, fibrinogénio, FXIII e fibronectina) e concentrados de dpFVIII
eram as unicas alternativas terapéuticas para pacientes com HA até o inicio da década de
1990, quando os produtos recombinantes foram introduzidos no mercado mundial. Entretanto,
durante esse periodo o crioprecipitado e os concentrados de FVIII ndo passavam pelo

processo de inativagdo viral, o que resultou na infeccdo viral de muitos pacientes,
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principalmente pelos virus HIV e HCV (DIETRICH et al, 1990; KRONER et al., 1994;
ANTONARAKIS et al., 1995; EVATT et al., 1999).

A reposicao com FVIII restaura a hemostasia alterada dos pacientes. As concentragdes
e o numero de doses do FVIII a ser infundido variam de acordo com o quadro clinico
apresentado pelo paciente e com o seu peso corporal (ANTONARAKIS et al., 1995;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Atualmente, as modalidades de tratamentos disponiveis para HA sdo classificados em
funcao da gravidade da HA e dos eventos hemorragicos. O tratamento denominado como sob
demanda ¢ baseado em infusdes de FVIII para tratar episédios de hemorragias, apds sua
ocorréncia. O tratamento denominado como profilatico é baseado em infusdes regulares de
FVIII, com o objetivo de prevenir a ocorréncia de hemorragias. A terapia de reposi¢ao de
FVIII pode ser realizada em hospitais, ambulatérios ou at¢ mesmo nos domicilios dos
pacientes devidamente treinados ou auxiliados por pessoas capacitadas (BERNTORP et al.,
2003; TRAORE et al, 2014).

O tratamento sob demanda ¢ caracterizado por infusdes de FVIII durante sinais
clinicos evidentes de hemorragia, sendo a concentragdo das doses de FVIII e o niimero de
infusdes definidos em funcao da sintomatologia dos pacientes e gravidade das hemorragias. A
profilaxia, por sua vez, ¢ caracterizada pela reposi¢do de FVIII regular e continua (por no
minimo 45 semanas no ano), sendo recomendada para pacientes com hemofilia A grave. Pode
ser classificada como profilaxia primaria quando iniciada na auséncia de doenga articular,
apos a ocorréncia da primeira hemartrose (sangramento intra-articular) de grande articulagdo e
antes dos 3 anos de idade, devendo ser mantida pelo menos até os 18 anos de idade; profilaxia
secundaria que ¢ iniciada ap6s duas ou mais hemartroses de grande articulagdo ¢ antes de
doenga articular e profilaxia tercidria que € iniciada apds o estabelecimento da doenca
articular. Os protocolos de profilaxia visam prevenir as hemorragias e suas consequéncias
(FISCHER et al., 2013; BLANCHETTE et al., 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O tratamento da HA esta associado a custos elevados, principalmente considerando o
tratamento profilatico que requer elevadas doses do FVIII infundido. Embora o tratamento
tenha se intensificado nos ultimos anos em muitos paises, ainda é consideravel a diferenca na
frequéncia e na concentragdo do FVIII utilizado, tanto em virtude de variagdes econdmicas,
quanto em fun¢do da auséncia de padronizacdo das doses do FVIII para os protocolos de
profilaxia e tratamento sob demanda (FISCHER et al,, 2001).

A partir dos dados colhidos nos 72 paises acompanhados pela Federagdo Mundial de

Hemofilia (WFH) foi possivel verificar que o consumo global de concentrados de FVIII foi de
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5.233.797.123 Ul no ano de 2014. A média de consumo per capita global foi de 2,25 Ul,
variando entre paises considerados de renda alta (4,91 Ul), de renda média alta (1,40 UI), de
renda média baixa (0,24 UI) e de renda baixa (0,013 UI). Com relagdo ao tipo de concentrado
de FVIII consumido globalmente, 43% foram de dpFVIII e 57% de rFVIII (WFH, 2015).

No Brasil a aquisicdo de concentrados de FVIII para o tratamento dos pacientes com
HA ¢ custeada totalmente pelo Ministério da Satde. O consumo nacional de concentrados de
FVIII foi de 585.625.000 UI em 2014 (11,2% do consumo global) e a média de consumo per
capita foi de 2,89 UI. Com relacdo ao tipo de concentrado de FVIII consumido, 50% foram de
dpFVIII e 50% de rFVIIIL. Segundo a classificagdo de renda utilizada pela WFH, o Brasil ¢
considerado como um pais de renda média alta, mas o consumo médio nacional ¢ superior ao
de paises com renda equivalente e se aproxima da meta definida pela Organizagdo Mundial de

Satde de 3,00 Ul per capita (WFH, 2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

1.5 Resposta Imune ao FVIII na Hemofilia A

O sistema imune normalmente desenvolve tolerancia a antigenos “proprios” durante a
fase neonatal e a primeira infincia. Porém, pacientes com HA apresentam niveis indetectaveis
ou nao funcionais de FVIII circulante. Em funcdo disso, o reconhecimento do FVIII como
“proprio” e o desenvolvimento da tolerdncia imunologica ndo ocorre adequadamente em
muitos pacientes com HA e durante o tratamento alguns desses pacientes acabam por
desenvolver anticorpos anti-FVIII (inibidores) (LUSHER et al., 1993).

A resposta do sistema imune a terapia de reposicdo de FVIII esta associada ao
desenvolvimento de uma resposta imune classica, na qual o FVIII ¢ endocitado por células
apresentadoras de antigenos (APCs), como células dendriticas (principalmente em pacientes
que nunca receberam o FVIII), macrofagos e linfocitos B (em pacientes que ja receberam o
FVIII), que estdo presentes em oOrgaos linfoides secundérios (linfonodos e baco). As APCs
sdo, por sua vez, ativadas em fun¢do da sinalizagdo especifica contra antigenos exogenos,
principalmente via receptores de manose, dando inicio ao processamento intracelular nos
endossomos. Apos o0 processamento, pequenos peptideos (8-12 aminoacidos) gerados sao
apresentados via moléculas de HLA de classe II na superficie das células T, sendo que essas
interacdes celulares sdo fundamentais para que a resposta imune contra o FVIII possa ocorrer
(RICK et al., 2003; DASGUPTA et al., 2007; ASTERMARK et al., 2013; ASTERMARK et
al, 2015).
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Durante a estimulagdo do sistema imune contra o FVIII, a ativagdo de células T do
tipo 1 induzem a secrecdo de citocinas prd-inflamatdrias, como interferon-gama (IFN-
Ilinterleucina-2 (IL-2) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-[)), que facilitam o
estabelecimento de uma resposta imune que favorece a ativacao das APCs e estimula células
B a se diferenciarem em células produtoras de anticorpos que se ligam ao complemento, como
IgG1 e IgG2 e ainda células B de memoéria (MURPHY, 1998). As células T do tipo 2, por sua
vez, produzem citocinas anti-inflamatorias/reguladoras, como interleucina-4 (IL-4) e
interleucina-10 (IL-10), que reduzem a intensidade da resposta imune através da regulagdo da
ativacdo das APCs e das células do tipo 1, além de estimularem células B a se diferenciarem
em células produtoras de anticorpos que ndo se ligam ao complemento, como IgG4 e ainda
células B de memodria. Os inibidores do FVIII sdo anticorpos de alta afinidade,
prioritariamente da subclasse 1gG4. Entretanto, as subclasses I1gG1 e IgG2 estdo usualmente
presentes (SEDER & PAUL, 1994; REDING et al., 2002; REDING et al., 2003; LOLLAR,
2004; HU et al., 2007; CHAVES et al., 2010). Segundo Pordes e colaboradores (2011) pode
haver ainda uma resposta imune ao FVIII independente de células T, relacionada
principalmente a formag¢ao de anticorpos nao neutralizantes e/ou de baixa afinidade (PORDES
etal,2011).

A contribui¢do das células T reguladoras (Tregs) vem sendo evidenciada no processo
de formagdo de anticorpos inibidores de FVIII. Tem sido demonstrado que diferentes
subpopulagdes de células com atividade supressora estdo envolvidas neste processo como:
células Tregs supressoras CD4"CD25 FoxP3", células Trl produtoras de IL-10 e células Treg
CDS8". A agdo efetiva das Tregs é considerada multifatorial, incluindo tanto mecanismos
dependentes do contato celular (APCs e células T) quanto mecanismo “a distancia” como
supressao mediada por citocinas e outras moléculas supressoras. Acredita-se que a acdo
supressora possa dificultar a formagdo dos inibidores, mas os resultados dos estudos até o
momento sdo insuficientes para o estabelecimento efetivo dessa associagdo (CAO et al,

2009).

1.6 Anticorpos inibidores do FVIII

Em adigdo as artropatias hemofilicas, problemas venosos, hepatites virdticas e HIV, a
formacao de anticorpos inibidores do FVIII ¢ uma das maiores complicagdes do tratamento da

HA nos dias atuais.
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De acordo com os dados da WFH estima-se que o nimero de pacientes com HA que
desenvolveram anticorpos inibidores anti-FVIII em 2014 foi aproximadamente 3.242 em todo
o mundo, dos quais 698 se referem ao Brasil ¢ destes 71 no Estado de Minas Gerais (WFH,
2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Os anticorpos inibidores do FVIII sdo aloanticorpos policlonais do tipo IgG,
principalmente da subclasse 1gG4, que neutralizam funcionalmente o FVIII infundido através
do bloqueio de epitopos funcionais da proteina (principalmente sitios antigénicos A2 e C2).
Aproximadamente 95% dos inibidores ocorrem até a 75" exposi¢do ao FVIII e representa um
agravo clinico importante nos pacientes com HA (PRESCOTT et al, 1997, WIGHT &
PAISLEY, 2003; GOUW et al., 2013).

A neutralizagdo ocasionada pelos inibidores pode ocorrer através de impedimento
estérico, prevenindo as interagdes do FVIII com o FvW ou com plaquetas ativadas, bem como
com outras moléculas da cascata de coagulag@o sanguinea, ou ainda, através da inibicao direta
da fungdo procoagulante do FVIIL. Os anticorpos inibidores do FVIII podem se comportar
também como anticorpos cataliticos capazes de clivar o FVIII por hidrolise (BARROW et al.,
2001; LACROIX-DESMAZES et al, 2002; LACROIX-DESMAZES et al., 2003;
WROBLEWSKA et al., 2013).

Embora os mecanismos associados ao desenvolvimento dos inibidores ndo sejam
completamente compreendidos, considera-se que a ocorréncia de inibidores reflita uma
resposta imune alogénica a administragdo repetida da proteina do FVIII exdgena.
Aproximadamente 25% dos pacientes com HA grave e 15% dos pacientes com HA moderada
ou leve desenvolvem inibidores ao longo do tratamento de reposicdo. A ocorréncia desses
inibidores prejudica o tratamento dos pacientes, dificulta a evolugdo clinica e representa ainda
um aumento consideravel no custo do tratamento. De maneira geral, de 10-40% dos pacientes
com HA apresentam inibidores capazes de inativar a atividade pré-coagulante do FVIII
infundido (EHRENFORTH et al., 1992; MOREAU et al., 2000; BAYRY et al., 2003).

Os pacientes com inibidores podem ou ndo manifestar sintomas clinicos, podendo ser
detectados somente durante a avaliacdo laboratorial rotineira. A principal suspeita, porém ¢
quando o quadro hemorrdgico ndo ¢ controlado adequadamente apds o tratamento de
reposi¢do com concentrados de FVIIIL. Os anticorpos anti-FVIII podem ser quantificados por
métodos imunoenzimaticos convencionais. Entretanto, a presenca do inibidor ¢ usualmente
confirmada utilizando-se o teste de coagulagdo denominado teste de Bethesda. A positividade
do teste deve ser confirmada em pelo menos duas amostras consecutivas, com intervalo de 2-4

semanas, apresentando um titulo de Bethesda > 0,6 UB/mL (VERBRUGGEN et al., 1995;
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VERBRUGGEN et al, 2002). Uma unidade de Bethesda (UB) representa o inverso da
dilui¢do do plasma que neutraliza 50% do FVIII em um plasma normal. Quanto maior o
nimero de UB, maior a quantidade de inibidores, sendo que titulos superiores ou iguais a 5
UB/mL sao considerados titulos de inibidores de alta resposta e titulos inferiores a 5 UB/mL
sdo considerados titulos de inibidores de baixa resposta (KASPER et al., 1975; LAVIGNE-
LISSALDE et al., 2005).

Os recentes achados relacionados ao surgimento de anticorpos inibidores do FVIII
contribuiram para a compreensdo de que o desenvolvimento desses anticorpos ¢ um processo
multifatorial envolvendo: (I) aspectos associados ao paciente, como histérico familiar de
inibidor, etnia, gravidade da HA e idade do paciente no momento da primeira exposi¢do ao
FVIII; (IT) aspectos associados as mutacdes e/ou alteragdes do sistema imune (células do
sistema imune, citocinas, quimiocinas ¢ outras moléculas imunoregulatorias) ¢ no gene F§
(mutagdes do tipo delegdes, inversdes, splicing, missense, nonsense); e (III) aspectos
relacionados ao tratamento como o tipo, a frequéncia, a intensidade de uso e a marca/tipo do
FVIII infundido. Todos esses aspectos podem ser considerados importantes fatores de risco
para o desenvolvimento de inibidores (AGOSTINI ez al., 2012; ASTERMARK et al, 2013;
COLLINS et al.,2014; ASTERMARK, 2015).

1.7 Alternativas terapéuticas a presenca dos inibidores do FVIII

A abordagem do paciente com HA e inibidor compreende controlar os episddios
hemorragicos e erradicar os inibidores. Os agentes bypassing sdo as opgdes terapéuticas para
o tratamento dos pacientes com inibidores.

O uso de concentrados de complexos protrombinicos (CCP) ativado, contendo os
fatores de coagulagdo II, VII, IX e X, pode estimular a formacdo de um codgulo sanguineo e
estancar a hemorragia. No entanto, esse tipo de terapia apresenta limitagdes, pois pode levar a
trombose. O FVII recombinante ativado (rFVIla) ¢ uma outra op¢ao de agente bypassing. O
rFVIIa tem meia-vida curta e exige administragdo de multiplas doses (a cada 2-4 horas)
(DIMICHELE, 2000; BRAUN & BOSCH, 2000; ROCINO ef al., 2006; ASTERMARK et al.,
2007).

O tratamento de indugdo da imunotolerancia (ITI) ¢ indicado para pacientes com
inibidores persistentes de alta resposta e requer infusdes frequentes e periddicas de altas ou

baixas doses de concentrados do FVIIIL, com objetivo de dessensibilizar o paciente com HA,
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visando erradicar os anticorpos inibidores do FVIII, ou seja, tolerizar o paciente. Os
mecanismos exatos de indugdo da tolerancia através da ITI ainda ndo foram completamente
elucidados, contudo, o conceito geral ¢ baseado na teoria de que frequentes doses do FVIII
contribuirdo para diminui¢do da resposta imune ao FVIII infundido e, consequentemente,
diminuirdo os inibidores. O processo de imunotolerancia atua possivelmente eliminando
células efetoras por processos de ativacdo e exaustdo celular. Embora seja uma terapia que
tem mostrado uma efetividade consideravel para a erradicagdao dos inibidores, a ITI tem um
custo muito elevado e aproximadamente 1 em cada 4 pacientes apresenta falha terapéutica
apos a ITI (DIMICHELE, 2011; HAY & DIMICHELE, 2012; ATHALE et al., 2014).
Atualmente, novas abordagens terapéuticas tém sido alvo de estudos laboratoriais
associadas tanto a induc¢do da tolerancia ao FVIII quanto a erradicagdo dos inibidores como: a
utilizagdo de drogas imunossupressoras (ciclofosfamida, rapamicina, corticoesterdides e
anticorpos monoclonais), a deplecdo de células T (anti-CD3), a deplecdo de células B (anti-
CD20), a tolerancia oral (antigenos do FVIII ou peptideos do FVIII), a terapia celular (c€lulas
dendriticas, macrofagos e células B), a terapia gé€nica (retrovirus, lentivirus, adenovirus e
vetores ndo virais), a expressdo de FVIII ex-vivo (plaquetas) ¢ a ativagdo, expansdo ¢
recrutamento de células T reguladoras. Essas novas estratégias tém se mostrado
potencialmente vidveis ndo somente por reduzir os custos com a utilizacdo do FVIII, mas
também por reduzir o tempo do tratamento e aumentar suas taxas de sucesso durante a
imunotolerancia ao FVIII, mas a maioria delas ainda estd em fase de estudos preliminares e

laboratoriais (SCOTT et al., 2013; SCOTT, 2014).

1.8 Microparticulas plasmaticas circulantes

A ativacdo de células sanguineas circulantes e do sistema vascular durante a
coagulagdo, inflamacdo e apoptose ¢ associada a um processo de vesiculacdo com
remodelamento da membrana plasmatica celular. Esse remodelamento resulta na liberagdo de
microparticulas plasmaticas circulantes (MPs), que sdo fragmentos da membrana plasmatica,
ricos em fosfatidilserina (PS) exposta e proteinas de membrana de sua célula de origem. As
MPs sdao formadas tanto em condigdes fisioldgicas quanto em condigdes que a hemostase
tecidual ¢ alterada (ZWAAL & SCHROIT, 1997; OWENS & MACKMAN, 2011).

Sao consideradas MPs fragmentos celulares anucleados, que possuem um tamanho

inferior a 1 micrdmetro, PS presente em sua superficie externa, moléculas estimulatorias
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(receptores de citocinas e quimiocinas, acido araquidonico e DNA/RNA) em sua superficie ou
interior e proteinas derivadas dos tipos celulares de origem (principalmente plaquetas,
leucocitos, hemadcias e células endoteliais) (FREYSSINET 2003; DISTLER et al., 2006).

A expressao da PS em MPs pode contribuir com o potencial procoagulante das MPs,
favorecendo a interagdo e ativacao dos fatores da coagulacdo sanguinea. Pode haver ainda a
expressdo do TF nas MPs, o que pode favorecer a iniciagdo da coagulacdo. Nesse contexto,
sugere-se que as MPs possam interferir em diferentes e relevantes processos fisiopatologicos
(ZWAAL & SCHROIT 1997; COMBES et al., 1999).

As MPs podem ser geradas em diferentes patologias como doengas hematoldgicas,
tromboticas, cardiovasculares, cancer, maldria, artrites, diabetes, dengue e doenga de
Alzheimer (THUSHARA et al., 2015). No entanto, sao limitados os dados sobre o perfil e
possiveis funcdes das MPs na hemofilia, especialmente na HA e no contexto do

desenvolvimento dos inibidores do FVIII.
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2 JUSTIFICATIVA
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Apesar dos estudos demonstrarem que a ocorréncia de inibidores reflita uma resposta
imune alogénica a administragdo repetida da proteina do FVIII exdgena, os mecanismos
imunolégicos associados ao desenvolvimento dos inibidores ainda nao foram completamente
elucidados. A prevengdo e a supressao dos aloanticorpos sdo os principais desafios na
terapéutica da HA. Vale ressaltar ainda, que atualmente ¢ impossivel predizer quem, dentro
do grupo de pacientes com HA, desenvolvera anticorpos inibidores ou mesmo quando os
anticorpos surgirdo e quais os fatores associados a oscilagdo dos titulos de inibidores anti-
FVIII ao longo do tratamento.

Nesse sentido, torna-se extremamente importante a realizagdo de trabalhos que
permitam estudar individuos sob risco de desenvolverem inibidores e, ao mesmo tempo,
contribuir com informagdes relevantes para a geracao de possiveis protocolos de imunoterapia
que visem minimizar os impactos fisiopatologicos decorrentes das repetidas infusdes
proteicas e consequente producdo de inibidores.

A capacidade de citocinas, quimiocinas e outras moléculas imunoregulatorias do
sistema imune de alterar o perfil de imunogenicidade e a progressdo clinica de pacientes tém
sido amplamente estudadas em diversas enfermidades. Em alguns casos, intervengdes que tem
como alvo essas moléculas imunologicas ja vém sendo utilizadas como terapéuticas
promissoras. Em funcdo disso, considera-se de grande relevancia o delineamento de aspectos
imunolégicos celulares ¢ humorais de pacientes com HA e o estabelecimento de potenciais
biomarcadores fenotipicos na hemofilia A relacionados ao desenvolvimento de inibidores de

FVIIL
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar biomarcadores fenotipicos celulares e humorais em diferentes grupos de

pacientes com hemofilia A e sua associagdo com a presenca de inibidores do FVIIL.

3.2 Objetivos especificos

1. Analisar o perfil de citocinas intracitoplasmaticas de células do sistema imune inato
e adaptativo presentes no sangue periférico de pacientes com hemofilia A, com e sem
inibidores do FVIII;

2. Analisar o perfil de microparticulas plasmaticas (MPs) em pacientes com hemofilia
A, com e sem inibidores do FVIII;

3. Verificar a presenca de anticorpos na superficie de hemacias de pacientes com
hemofilia A, com e sem inibidores do FVIII;

4. Determinar os indices de avidez dos anticorpos anti-FVIII em amostras de pacientes

com hemofilia A, com inibidores do FVIIL.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Participantes da pesquisa e coleta das amostras

Os participantes incluidos nesta pesquisa foram pacientes com HA atendidos no
Hemocentro de Belo Horizonte da Fundagdo Hemominas (FH). O projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FH, sendo o titulo do projeto original
“Avaliagdo dos fatores clinicos, genéticos e imunoldgicos relacionados ao desenvolvimento
de inibidores em hemofilia” (Parecer numero 91.890). O estudo caso-controle teve inicio no
ano de 2012 e foi finalizado no ano de 2015.

O convite para participacdo no estudo foi feito no momento da ida do paciente ao
ambulatério da FH e no momento da doagdo de sangue na FH para os doadores. Foram
incluidos pacientes com HA, classificados como HA moderada ou HA grave com base na
atividade do FVIII residual presente no plasma e com dosagem de inibidores pelo teste de
Bethesda. Nao foram considerados aptos para participagdo na pesquisa 0s pacientes que
tinham recebido infusdo de concentrados de FVIII nos ultimos 30 dias e tenham apresentado
quadro infeccioso agudo nos ultimos 20 dias. Os doadores de sangue foram selecionados apds
teste sorologico negativo para doenga de Chagas, leishmaniose, virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e hepatites. Os pacientes ¢ doadores foram informados sobre os objetivos do
projeto de pesquisa e aqueles que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FH.

Os pacientes com HA e os doadores de sangue foram encaminhados ao Servigo de
Coleta da FH onde coletaram 15 mL de sangue por puncao venosa distribuidos em dois tubos
do tipo vacutainer (BD, Franklin Lakes, NJ, USA), um tubo de 10 mL contendo heparina
sodica e os 5 mL restantes em um tubo contendo citrato de sodio.

Ap6s as coletas das amostras dos pacientes com HA, o primeiro teste a ser realizado
foi o teste de Bethesda, para determinacdo da presenca dos inibidores do FVIII e para
posterior categorizacdo dos pacientes. O teste de Bethesda foi realizado na rotina pelo
Laboratério de Hematologia da FH e sua positividade confirmada em um segundo teste, com

intervalo de duas semanas.
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4.2 Imunofenotipagem de leucdcitos e produciio de citocinas intracelulares

4.2.1 Descri¢ao das amostras

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubos contendo heparina sodica de
55 pacientes do sexo masculino com HA e 30 individuos sadios do sexo masculino sem HA.
Os participantes foram distribuidos em trés grupos: pacientes com historico de inibidores
[HA[-FVIII(+); n=25, com média de idade de 21,9 + 13,8 anos], pacientes sem historico de
inibidores [HA[-FVIII(—); n=30, com média de idade de 27,6 + 16,6 anos] e doadores de
sangue [BD; n=30, com média de idade de 31,6 £ 12,8 anos]. Todos os pacientes foram
classificados com HA grave e/ou moderada, tratados com dpFVIII na modalidade de
tratamento sob demanda. Pacientes com HIV, HCV e outras doengas infecciosas e/ou

inflamatorias foram excluidos.

4.2.2 Imunofenotipagem de leucocitos e producio de citocinas intracelulares

Amostras de sangue periférico foram utilizadas em culturas de curta duracdo
realizadas em tubos de polipropileno, utilizando aliquotas de sangue total incubadas na
presenca de meio RPMI-1640 (Sigma, St Louis, MO, USA) e brefeldina A a 10 pg/mL
(Sigma, St Louis, MO, USA) por 4 horas a 37°C em estufa a 5% de CO,. Apds o periodo de
incubagdo, as culturas foram tratadas com solugdo EDTA 2 mM (Sigma, St Louis, MO, USA)
por 10 minutos a temperatura ambiente e lavadas duas vezes com PBS (Sigma, St Louis, MO,
USA) por centrifugagio a 1300rpm a 18°C por 7 minutos.

As células foram marcadas no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente (TA)
com os seguintes anticorpos monoclonais marcados com TC [TriColor] (Caltag, Burlingame,
CA, USA), anti-CD4 (clone S3.5), anti-CD8 (clone M-L233), anti-CD14 (clone TiiK4), anti-
CD16 (clone 3G8) e anti-CD19 (clone 4G7). Apos o procedimento de lise/fixagdo, os
leucocitos foram Ipermeabilizados por incubagdo com tampao de permeabilizacdo fosfato-
salina [tampado fosfato-salina (PBS) suplementado com 0,5% de saponina - Sigma, St Louis,
MO, USA] por 10 minutos a TA. Em seguida as células foram incubadas por 30 minutos no
escuro a TA na presenga de anticorpos monoclonais anti-citocinas marcados com PE

[Phycoerythrin] (IFN-y, clone B27; TNF-a, clone MABI11; IL-4, clone MP4-25D2; IL-5,
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clone TRFKS; e IL-10, clone JES3-9D7 [e-Bioscience, San Diego, CA, USA]) na presenca do
reagente permeabilizante.

As suspensdes de leucocitos foram adquiridas em citdémetro de fluxo (FACScalibur® -
BD , Franklin Lakes, NJ, USA) adquirindo 30.000 eventos/amostra. Os dados obtidos foram
analisados usando o software CellQuest (BD, Franklin Lakes, NJ, USA).

Distintas estratégias de selegdo foram usadas para analisar a expressdo de citocinas em
subpopulagdes de leucocitos dos sistemas imune, inato (neutréfilos e mondcitos) e adaptativo
(subtipos de células T e linfocitos B). Os neutréfilos foram selecionados como células
SSCME'CD16"ME™ ¢ 0s mondcitos como células CD14""" em FL3/anti-CD16-TC ou
FL3/anti-CD14-TC versus SSC (granulosidade), respectivamente. A populacdo de linfocitos
foi previamente selecionada em graficos de FSC (tamanho) versus SSC (granulosidade). O
numero de neutrofilos, mondcitos ¢ linfocitos variou entre 19.500 a 22.500, 1.200 a 2.100 ¢
6.000 a 9.000, respectivamente.

Seguindo a sele¢do inicial, as frequéncias de células citocina+ foram quantificadas
pela estatistica dos quadrantes aplicando FL3/anti-marcador de superficie celular-TC versus
FL2/anti-citocina-PE. Tubos distintos foram usados para avaliar o percentual de células T
(CD4" e CDS8") positivas para as citocinas e células B (CD19"). Os dados foram expressos
como porcentagem de células citocinas positivas dentre neutr6filos, monocitos e linfocitos
totais selecionados. Os resultados foram utilizados para calcular o perfil global das citocinas
das células da resposta imune como proposto anteriormente por Chaves et al. (2010).
Resumidamente, a média do percentual de cada populacdo celular positiva para cada citocina
avaliada foi calculada usando os valores obtidos para cada grupo de estudo [BD, HAa-

FVII(-) e HAa-FVIII(+)].

4.3 Analise do perfil de microparticulas plasmaticas (MPs)

4.3.1 Descricio das amostras

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubos contendo citrato de sédio de
66 pacientes do sexo masculino com HA ¢ 40 individuos sadios do sexo masculino sem HA.
Os participantes foram distribuidos em trés grupos: pacientes com historico de inibidores
[HA-FVIII(+); n=31, com média de idade de 14,4 + 10,2 anos], pacientes sem historico de
inibidores [HAT-FVIII(—); n=35, com média de idade de 18,0 £ 13,3 anos] e doadores de

sangue [BD; n=40, com média de idade de 18,5 £ 18,8 anos]. Todos os pacientes foram
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classificados com HA grave e/ou moderada e foram previamente tratados dpFVIII. Pacientes

com HIV, HCV e outras doencas infecciosas e/ou inflamatorias foram excluidos.

4.3.2 Analise do perfil de microparticulas plasmaticas (MPs)

A quantificacdo de MPs foi realizada por citometria de fluxo em técnica adaptada de
protocolos descritos anteriormente (COUPER et al., 2010; CAMPOS et al, 2010).
Inicialmente, o sangue coletado em tubos contendo citrato de sodio foi centrifugado a baixa
rotagdo (1.500 x g) por 15 minutos a TA para obten¢do do plasma pobre em plaquetas (PPP).
Em seguida, o PPP foi centrifugado a alta rotacao (13.000 x g) por 5 minutos, para obtencao
do plasma livre de plaquetas (PLP). Finalmente, o PLP foi diluido por trés vezes em PBS
contendo citrato de sodio (0,124 M) (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) e heparina (5.000
unidades) (Roche, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e novamente centrifugado por 90 minutos a
1.500 x g a 15°C. O sedimento rico em MPs foi ressuspenso em tampao de ligagcao de anexina
V (BD, Franklin Lakes, NJ, USA). Foi adicionada anexina V FITC (BD, Franklin Lakes, NJ,
USA), sabendo-se que a anexina reconhece residuos de fosfatidilserina (PS) expostos que
geralmente estdo presentes na superficie das MPs. A caracterizacdo fenotipica das MPs para
determinagdo de sua origem celular foi realizada utilizando anticorpos monoclonais
especificos (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) para plaquetas [anti-CD41a, clone
HIP8/Peridinin-chlorophyll 5.5  (PERCP-Cy5.5)], leucocitos [anti-CD45, clone
HI30/Allophycocyanin (APC)], mondcitos [anti-CD14, clone TiiK4/Peridinin-chlorophyll
(PERCP)], granuldcitos [anti-CD66, clone B6.2/CD66/Phycoerythrin (PE)], hemacias [anti-
CD235a, clone GA-R2(HIR2)/Phycoerythrin Cyanin-5 (PECyS5)] e células endoteliais [anti-
CD51/61, clone 23C6/Phycoerythrin (PE)]. Apds a adicdo dos anticorpos, as amostras foram
incubadas por 30 minutos protegidas da luz a TA. Posteriormente, as amostras foram
novamente ressuspensas em tampao de ligagdo de anexina V (BD, Franklin Lakes, NJ, USA).
As MPs foram quantificadas por citometria de fluxo através da calibragdo com microbeads
fluorescentes de tamanho conhecido (0,7 a 0,9 um) (Sphertotech, Lake Forest, IL, USA). As
amostras foram adquiridas em citdometro de fluxo FACScalibur® (BD, Franklin Lakes, NJ,
USA), onde cerca de 100.000 eventos foram obtidos em cada amostra, sendo pelo menos
2.000 eventos dentro da regido especifica para MPs. Os dados obtidos foram analisados
usando o software FlowJo (FlowJo, Ashland, OH, USA).

Com base na calibracdo realizada com as microbeads de tamanho conhecido

delimitou-se a regido correspondente as MPs. As MPs isoladas do plasma foram entio
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definidas de acordo com graficos de FSC (tamanho) versus SSC (granulosidade). Seguindo a
selecdo inicial, as frequéncias de MPs foram quantificadas pela estatistica dos quadrantes
aplicando FL4/anti-marcador de superficie celular, FL3/anti-marcador de superficie celular,
FL2/anti-marcador de superficie celular versus FL1/anti-anexina (Figura 4).

Para determinar o nimero de MPs por microlitro (MPs/uL), o citdmetro foi ajustado
para realizar a leitura da amostra em alta velocidade (60 pl/segundo). O niimero de MPs/uL
de plasma foi calculado como descrito por Faille ef al. (2009) de acordo com a seguinte
formula: MPs/uLL = (N x 400)/(60 x 100), onde N ¢ o nimero de eventos adquiridos na regiao
das MPs, 400 é o volume total em cada tubo antes da fenotipagem, 60 é o volume de amostra

analisada durante a fenotipagem e 100 ¢ o volume original da suspensao de MPs.
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Figura 4: Estratégia de andlise para identificacdo de microparticulas plasmaticas (MPs) por
citometria de fluxo. As MPs foram selecionadas de acordo com seu tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC). Microesferas fluorescentes de tamanho definido (0,7-0,9 [m) foram
utilizadas para delimitar a regido das MPs (R1) (A). Os eventos presentes em R1 foram
selecionados pela marcagdo positiva com anexina (R2) (B). Representagao grafica de MPs

derivadas de plaquetas no quadrante duplo positivo (Q2) para anexina e CD41a (plaquetas)

(©).

4.4 Verificacao de anticorpos em hemacias

4.4.1 Descri¢ao das amostras

Foram utilizadas as mesmas amostras descritas anteriormente para a determinacao de

microparticulas plasmaticas (MPs).
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4.4.2 Verificacao de anticorpos em hemacias

Para a verificacdo de anticorpos IgG na superficie de hemdcias amostras de sangue
periférico foram centrifugadas a 1.500 x g por 15 minutos para separacao do plasma e das
hemadcias. O concentrado de hemacias foi diluido em PBS e incubado a TA com anticorpo
anti-IgG humana conjugado com FITC (Sigma—Aldrich, St Louis, MO, USA) por 30 minutos
sob agitacdo. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 1.500 x g por 7 minutos e
ressuspendidas em PBS. As amostras foram adquiridas e analisadas no citometro de fluxo
Accuri C6® ¢ em software de analise do proprio equipamento (BD, Franklin Lakes, NJ, USA)
e pelo menos 50.000 eventos foram obtidos em cada amostra.

A populacdo de hemaécias foi selecionada de acordo com graficos de FSC (tamanho)
versus SSC (granulosidade). Seguindo a sele¢do inicial, as frequéncias de hemacias marcadas

com anticorpo foram quantificadas pela estatistica dos quadrantes (Figura 5).
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Figura S: Perfil de andlise das hemadcias por citometria de fluxo. A populacdo de hemaécias foi
selecionada de acordo com graficos de FSC (tamanho) versus SSC (granulosidade) (A).
Seguindo a selecdo inicial, foram selecionados os quadrantes duplo positivos (Q2) para
hemadcias (autofluorescentes) e IgG-FITC em graficos de densidade de fluorescéncia 4 versus

fluorescéncia 1 (B).

Com a confirmagdo da presenca de anticorpos na superficie das hemacias, realizou-se
a determinagdo da presenca de anticorpos IgG anti-FVIII em hemadcias, comparando-se a
presenca de anticorpos IgG anti-FVIII no plasma. Para isso, as amostras de sangue periférico
foram centrifugadas a 1.500 x g por 15 minutos para separa¢ao do plasma e do concentrado de

hemacias. A técnica de Elisa para detec¢do de anticorpos IgG especificos ao FVIII foi
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realizada conforme descrito por Chaves et al. (2008) (Chaves et al., 2008).

Placas de microtitulagdo de poliestireno de alta afinidade (Nunc—Immuno Maxisorp;
Nunc A/S, Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas com uma solu¢do de dpFVIII (Octavi®
SDOptimum; Octapharma, Vienna, Austria) diluido em PBS (1 Ul/mL) durante 18 horas a
4°C. Apds a incubacgio, as placas foram lavadas trés vezes com PBS e Tween 20 (PBS-T) e
bloqueadas com PBS-T contendo 1% de albumina sérica bovina (BSA fragdao V, > 96% de
pureza; Sigma), (PBS-TM 1%) por uma hora a 37°C. As amostras de concentrado de
hemadcias e plasma de cada paciente foram diluidas de 1:50 até 1:1.600 em PBS-TM 1% e
incubadas em duplicata por uma hora a 37°C. Em seguida, todos os pogos foram lavados por
trés vezes com PBS-T e incubados com os anticorpos anti-IgG total humano (Sigma—Aldrich,
St. Louis, MO, USA) conjugados com peroxidase diluidos 1:30.000 em PBS-TM 1%,
respectivamente, por uma hora a 37°C. Apods cinco lavagens com PBS-T, a reacdo foi
revelada pela adi¢do do substrato enzimatico [4 mg de 1,2—diaminobenzene (OPD), 1,2 uL de
H,0, 30% em 10 mL de tampao citrato 27 mM, 50 mM NaHPO,, pH 5.0; (Sigma—Aldrich,
St. Louis, MO, USA)] e interrompida com a adi¢do de H,SO4 IN. A densidade optica (DO)

foi determinada a 492 nm em leitor de microplacas.

4.5 Determinacio dos indices de avidez de anticorpos anti-FVIII

4.5.1 Descri¢ao das amostras

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubos contendo citrato de sodio de
64 pacientes do sexo masculino com HA. Todos os pacientes avaliados tinham historico de
inibidor positivo [HA[-FVIII(+); n=64, com média de idade de 17,5 £ 12,6 anos]. Os
pacientes foram classificados com HA grave e/ou moderada e tratados com dpFVIIL.

Pacientes com HIV, HCV e outras doengas infecciosas e/ou inflamatorias foram excluidos.

4.5.2 Determinaciao dos indices de avidez de anticorpos anti-FVIII

Para a determinacdo dos indices de avidez de anticorpos anti-FVIII as amostras de
sangue periférico foram centrifugadas a 1.500 x g por 15 minutos para obtencdo do plasma.
Primeiramente, foi realizada a titulacao das amostras de 1:10 até 1:2.000, através da técnica
de Elisa convencional descrita anteriormente, para detec¢do de anti-IgG total humana (diluida

1:30.000), anti-IgG1 humana (diluida 1:500) ¢ anti-IgG4 humana (diluida 1:90.000) [Sigma-



44

Aldrich, St. Louis, MO, USA]. Posteriormente, foi determinado o titulo ideal em que a DO de
cada amostra foi de aproximadamente 0,7 para a realizag@o da técnica de Elisa-Avidez.

A técnica de Elisa-Avidez foi realizada de acordo com a técnica de Elisa convencional
descrita, exceto pela primeira lavagem apos a incubagdo com as amostras de plasma, na qual
os pogos em duplicata foram submetidos a uma lavagem diferencial com uma solugdo de
ureia 6 M em PBS por 10 minutos, enquanto a outra duplicata de pogos foi lavada com PBS-T
por 10 minutos. Posteriormente o protocolo foi continuado conforme Elisa convencional. Para
a avaliacdo dos indices de avidez das imunoglobulinas os resultados foram expressos como
indice de Avidez (IA) e calculado como a razio entre os valores da DO obtidos das amostras
tratadas com ureia (U") e das amostras ndo tratadas com ureia (U"), seguindo a formula: TA

(%) =[DO(U") / DO(U)] x 100.

4.6 Analises estatisticas

A determinacdo da normalidade da distribui¢do dos valores individuais para cada
varidvel bem como as andlises estatisticas foram realizadas empregando-se o sofiware
GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, USA). A comparagao das frequéncias de cada populagdo
celular positiva para cada citocina avaliada, assim como a frequéncia de individuos acima da
mediana foi realizada pelo teste de qui-quadrado. Foi assumida distribuicdo ndo-gaussiana e
as comparagOes estatisticas foram realizadas usando o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido de comparacdo multipla de Dunns para avaliar o perfil de microparticulas
plasmaticas, a presenga de anticorpos em hemadcias e os indices de avidez. As analises de
correlagdes foram realizadas pelo teste de correlagdo de Spearman. As diferengas foram

consideradas significativas quando os valores de p foram menores que 0,05.
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5.1 Imunofenotipagem de leucdcitos e produciio de citocinas intracelulares

5.1.1 Imunidade inata (monédcitos e neutrofilos)

As analises da imunofenotipagem de leucocitos e produgdo de citocinas intracelulares
demonstraram uma menor frequéncia de monécitos TNF-[1 ¢ IL-5 nos pacientes do grupo
HAo-FVIII(+) quando comparado aos pacientes do grupo HAa-FVIII(-) e aos individuos do
grupo BD respectivamente. Foi observada também uma maior frequéncia de monocitos TNF-
1 nos pacientes do grupo HAa-FVIII(-) quando comparado ao grupo BD. Os individuos dos
trés grupos apresentaram frequéncias similares de monocitos IL-4 e IL-10" (Figura 6).

As analises de neutréfilos demonstraram uma menor frequéncia de neutr6filos TNF-
"I'nos pacientes do grupo de HAa-FVIII(+) quando comparado aos individuos dos outros
grupos. Foi observada também uma maior frequéncia de neutrofilos IL-10 nos pacientes do
grupo HAo-FVIII(+) quando comparado aos pacientes do grupo HAa-FVIII(-) e aos
individuos do grupo BD. Além disso, uma menor frequéncia de neutréfilos IL-4 foi
observada nos pacientes do grupo HAa-FVIII(+) quando comparado aos pacientes do grupo
HAo-FVIII(-). Os individuos dos trés grupos apresentaram frequéncias similares de

neutréfilos IL-5 (Figura 6).
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Figura 6: Analises do perfil de citocinas intracitoplasmaticas TNF-[1(A), IL-5 (B), IL-4 (C) e

IL-10 (D) de monocitos e neutrofilos do sangue periférico de individuos dos grupos BD

(barras brancas), HAa-FVIII(-) (barras cinzas) e HAa-FVIII(+) (barras pretas). Os resultados

foram expressos em grafico de barras com representacdo do percentual médio e as diferengas

estatisticamente significativas (p<0,05) foram representadas pelas letras

comparacdes entre os grupos BD, HAa-FVIII(-) e HAa-FVIII(+), respectivamente.
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5.1.2 Imunidade adaptativa (células T CD4" e T CDS" e linfécitos B)

As analises da imunofenotipagem de leucécitos e produgdo de citocinas intracelulares
demonstraram frequéncias equivalentes de células T CD4 e T CD8" positivos para todas as
citocinas avaliadas nos individuos do grupo BD.

Os pacientes do grupo HAa-FVIII(-) apresentaram frequéncias elevadas de pacientes
com células T CD4" e T CD8" positivos para todas as citocinas avaliadas com excecio de IL-
10 quando comparado aos individuos dos outros dois grupos. Além disso, os pacientes do
grupo HAa-FVIII(+) apresentaram frequéncias inferiores de células T CD4" ¢ T CD8"
positivos para todas as citocinas avaliadas com excegdo de IL-10 quando comparado aos

individuos dos outros dois grupos (Figura 7).

A BD HAQ-FVIII(-) HAa-FVII(+)
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1L-4 36,7 66,7%¢ 36,0 L4 36,7 76,7%¢ 32,0
IL-5 40,0 66,7 ¢ 40,0 IL-5 433 70,0 ¢ 32,0
IL-10 46,7 433 60,0 IL-10 40,0 433 64,0

Figura 7: Analises do perfil de citocinas intracitoplasmaticas de linfocitos T CD4" e T
CDS8'do sangue periférico dos individuos dos grupos BD (radar cinza claro), HAa-FVIII(-)
(radar cinza escuro) e HAa-FVIII(+) (radar preto) em graficos de radar (A). Cada eixo do
grafico representa a proporcdo de cada linfocito positivo para cada citocina. As tabelas
descrevem o percentual médio de individuos de cada subpopulagdo avaliada que estdo acima
da mediana global (B). Resultados estatisticamente significativos (p<0,05) foram

representados pelas letras “a” e “c” para comparacdes entre os grupos BD e HAa-FVIII(+),

respectivamente.
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Foram observadas frequéncias superiores de linfocitos B IL-4 nos pacientes do grupo
HAo-FVIII(-) quando comparado aos individuos do grupo BD. Foi observada também uma
maior frequéncia de linfocitos B IL-10 mnos pacientes do grupo HAa-FVIII(+) quando
comparado aos individuos do grupo BD. Os trés grupos apresentaram frequéncias similares de

linfécitos B TNF-[1 ¢ IL-5 Figura 8).
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Figura 8: Analises do perfil de citocinas intracitoplasmaticas TNF-[1(A), IL-5 (B), IL-4 (C) e
IL-10 (D) de linfécitos B do sangue periférico de individuos dos grupos BD (barras brancas),
HAa-FVIII(-) (barras cinzas) e HAa-FVIII(+) (barras pretas). Os resultados foram expressos
em grafico de barras com representacdo do percentual médio e as diferengas estatisticamente

significativas (p<0,05) foram representadas pela letra “a” para comparagdes com o grupo BD.

5.2 Analise do perfil de microparticulas plasmaticas (MPs)

As andlises de determinagdo de microparticulas plasmaticas (MPs) demonstraram uma
frequéncia superior de MPs derivadas de células endoteliais, granulocitos e linfécitos T nos

pacientes do grupo HAa-FVIII(—) quando comparado aos individuos dos outros dois grupos.
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Uma maior frequéncia de MPs derivadas de células endoteliais e granulocitos foi verificada
nos pacientes do grupo HAa-FVIII(+) somente quando comparado ao grupo BD.

A maior contribui¢do de MPs foi derivada de plaquetas nos individuos dos trés grupos
avaliados, mas nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre o0s
individuos dos grupos estudados. Foram observadas também frequéncias equivalentes de MPs
derivadas de mondcitos e leucécitos nos individuos dos trés grupos avaliados. Além disso,
MPs derivadas de hemacias apresentaram frequéncias mais elevadas somente nos pacientes do
grupo HAa-FVIII(+) quando comparado aos pacientes do grupo HAa-FVIII(-) (Figura 9 e
Figura 10).

CD51/61 — Células Endoteliais B D45 - Leucocitos
X 20
407 -1
D oe | =
= ] =
; 1
BD HA-PVI) HAT-PVIII() BD HAL-PVII(-) HAL-PMII(+)
Grupos Grupos
C CD235a — Hemacias D CD41a - Plaquetas
307 1,000

10*E T —r 100*E T -

BD  HAD-RVII(-) HACFPVII(+) BD  HAT-RVII(-) HACRPVII(+)

Grupos Grupos

Figura 9: Determinagdo de microparticulas (MPs/[IL em escala logaritmica) derivadas de
células endoteliais (CD51/61) (A), leucécitos (CD45) (B), hemacias (CD235a) (C) e plaquetas
(D) do plasma de individuos dos grupos BD (barras brancas), HAa-FVIII(-) (barras cinzas) e
HAo-FVII(+) (barras pretas). Os resultados foram expressos em grafico de barras com
representacdo da mediana e intervalo interquartil acima em escala logaritmica e as diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) foram representadas por linhas niveladas para

comparagoes entre os grupos BD, HAa-FVIII(-) e HAa-FVIII(+), respectivamente.
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Figura 10: Determinacdo de microparticulas (MPs/[L em escala logaritmica) derivadas de
granulocitos (CD66) (A), monoécitos (CD14) (B), e linfocitos T (CD3) (C) do plasma de
individuos dos grupos BD (barras brancas), HAa-FVIII(-) (barras cinzas) e HAa-FVIII(+)
(barras pretas). Os resultados foram expressos em grafico de barras com representagdo da
mediana e intervalo interquartil acima em escala logaritmica e as diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) foram representadas por linhas niveladas para comparagdes entre os

grupos BD, HAa-FVIII(-) e HAa-FVIII(+), respectivamente.

5.3 Verificaciao de anticorpos em hemaicias

Em fungdo das frequéncias elevadas de MPs derivadas de hemacias nos pacientes do
grupo HAo-FVIII(+), investigou-se a presenca de anticorpos do tipo IgG na superficie de
hemacias de individuos dos grupos BD, HAa-FVIII(—) e HAa-FVIII(+).

As analises de determinacdo de anticorpos em hemacias demonstraram que pacientes
com HA apresentaram frequéncias superiores de anticorpos na superficie das hemadcias
quando comparado aos individuos do grupo BD. E entre os pacientes com HA, os pacientes
do grupo HAo-FVIII(+) apresentaram uma maior frequéncia de anticorpos na superficie das
hemadcias (Figura 11).

Avaliou-se ainda a presenga de anticorpos anti-FVIII em amostras de concentrado de

hemacias e plasma de pacientes do grupo HAa-FVIII(+). Foi possivel verificar a presenca de
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anticorpos anti-FVIII em amostras de concentrado de hemacias e plasma, sendo observada
uma detec¢do superior de anticorpos no plasma (Figura 11). Nao foi possivel verificar a

presenga de anticorpos anti-FVIII em amostras de individuos dos demais grupos.
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Figura 11: Representagdo grafica do perfil de hemacias (A) e do percentual de anticorpos do
tipo IgG em hemaécias (B) de individuos dos grupos BD, HAa-FVIII(-) e HAa-FVIII(+).
Determinacdo de anticorpos do tipo IgG em hemacias de individuos dos grupos BD (barra
branca), HAa-FVIII(-) (barra cinza) e HAa-FVIII(+) (barra preta) (C). Determinagdo de
anticorpos IgG anti-FVIII em concentrados de hemacias (barra branca) e plasma (barra preta)
de pacientes do HAoa-FVIII(+) (D). Os resultados (C e D) foram expressos em graficos de
barras com representagdo da mediana e intervalo interquartil acima em escala linear e as
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) foram representadas por linhas niveladas
para comparagdes entre os grupos BD, HAa-FVIII(-) ¢ HAa-FVIII(+) ¢ em hemadcias e

plasma, respectivamente.
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No intuito de se comparar os titulos de anticorpos anti-FVIII em hemacias e no plasma
calculou-se a mediana da DO na menor dilui¢do (1:50), sendo a mediana da DO para
hemadcias de 1,309 e a mediana da DO para plasma de 2,534. As medianas da DO de hemadcias
e do plasma foram utilizadas ainda como cutoff para categorizar as amostras provenientes de
pacientes com baixos e altos titulos de anticorpos anti-FVIII provenientes de hemacias e
plasma.

Os pacientes categorizados quanto aos titulos de anticorpos detectados no Elisa e
também quanto aos titulos de inibidores detectados pelo teste de Bethesda (alta resposta > 5
UB/mL e baixa resposta < 5 UB/mL) foram comparados quanto aos niveis de todas as
microparticulas plasmaticas avaliadas.

As analises dos grupos com baixos e altos titulos de anticorpos anti-FVIII
provenientes de hemécias demonstraram uma frequéncia superior de MPs derivadas de
hemacias em pacientes com baixos titulos de anticorpos. Ja as andlises dos grupos com baixos
e altos titulos de anticorpos anti-FVIII provenientes do plasma ndo demonstraram nenhuma
diferenga significativa. Por sua vez, as andlises dos grupos quanto aos titulos de inibidores
demonstraram uma frequéncia superior de MPs derivadas de células endoteliais, granuldcitos
e linfocitos T em pacientes com inibidores de alta resposta e uma frequéncia superior de MPs
derivadas de hemécias em pacientes com inibidores de baixa resposta. Isso demonstra que os
niveis de MPs estdo associados aos titulos de anticorpos anti-FVIII com carater inibitdrio

(Figura 12).
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Figura 12: Determinacdo de microparticulas plasmaticas (MPs/[IL em escala logaritmica)
derivadas de células endoteliais (CD51/61) (A), heméacias (CD235a) (B), granuldcitos (CD66)
(C) e linfocitos T (CD3) (D) de pacientes do grupo HAa-FVIII(+) categorizados em baixo
(barras brancas) e alto (barras pretas) titulo de anticorpos anti-FVIII provenientes de
concentrados de hemacias, categorizados em baixo (barras brancas) e alto (barras pretas)
titulo de anticorpos anti-FVIII provenientes do plasma e categorizados em baixo (barras
brancas) e alto (barras pretas) titulo de inibidores. Os resultados foram expressos em grafico
de barras com representagdo da mediana e intervalo interquartil acima em escala logaritmica e
as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) foram representadas por linhas niveladas

para comparagdes entre os grupos categorizados.
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5.4 Determinacio dos indices de avidez de anticorpos anti-FVIII

Para realizar a determinacdo dos indices de avidez de anticorpos anti-FVIII
primeiramente foi realizada a titulagdo de anticorpos IgG total e das subclasses IgG1 e 1gG4
em amostras de pacientes do grupo HAa-FVIII(+) através da técnica de Elisa convencional.

Posteriormente, foi determinado o titulo ideal em que a DO de cada amostra foi de
aproximadamente 0,7 para a realiza¢do da técnica de Elisa-Avidez. As analises dos titulos de
anticorpos anti-FVIII demonstraram diferentes niveis de anticorpos no grupo de pacientes
avaliado. Em fun¢do da variabilidade observada, dividiu-se os pacientes em fungdo da
gravidade da HA (graves e moderados), o que possibilitou distinguir mais facilmente
xdiferentes subgrupos de pacientes. A tabela 1 resume as principais caracteristicas dos
subgrupos formados em funcdo da detec¢do das subclasses de anticorpos anti-FVIII no teste

de Elisa-Avidez.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes submetidos ao teste de Elisa-Avidez.

- Diluicdo média
Gravidade | N I?ﬁ?ﬁ_g}it; (Min-Max)
Elisa-Avidez

IgGT
Grave 28 21,1 (2-44) 1:355,0 (1:80 - 1:520)
Moderado | 36 14,6 (2-36) 1:324,4 (1:20 - 1:500)
IgG1
Grave 17,0 (2-40) 1:124,3 (1:80 - 1:200)
Moderado 7 15,7 (9-30) 1:95,7 (1:50 - 1:200)
IgG4
Grave 20 18,7 (2-44) 1:694,0 (1:25 - 1:2000)
Moderado | 21 15,4 (2-33) 1:204,0 (1:10 - 1:2000)

J

Com relacao as analises da DO de amostras ndo tratadas com ureia (U-) e amostras
tratadas com ureia (U+) no teste de Elisa-Avidez foi observado DO superior em amostras U-
quando comparado a amostras U+, especialmente para a subclasse 1gG4, conforme esperado,
devido ao rompimento das interagdes entre anticorpos e antigenos provocado pela adicdo de

ureia (Figura 13).
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Figura 13: Densidade Optica das amostras nao tratadas com ureia de pacientes com HA
moderada (barras brancas), amostras tratadas com ureia de pacientes com HA moderada
(barras cinzas claro), amostras ndo tratadas com ureia de pacientes com HA grave (barras
cinzas escuro) e amostras tratadas com ureia de pacientes com HA grave (barras pretas)
detectadas no Elisa-Avidez de anticorpos IgG total (A) e das subclasses IgG1 (B) e IgG4 anti-
FVII (C). Os resultados foram expressos em grafico de barras com representacdo da mediana
e intervalo interquartil acima em escala linear e as diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) foram representadas por linhas niveladas para comparagdes entre 0s grupos

categorizados.

A avaliacdo dos indices de avidez (IA) demostrou que pacientes classificados como
moderados apresentaram uma avidez superior de anticorpos IgG total anti-FVIII quando
comparado a anticorpos IgG4 anti-FVIII e uma maior avidez de anticorpos IgG1 anti-FVIII
quando comparado a anticorpos IgG4 anti-FVIII. Pacientes classificados como grave
apresentaram uma avidez superior de anticorpos IgG total anti-FVIII quando comparado aos

anticorpos IgG1 anti-FVIII e IgG4 anti-FVIII e ainda avidez superior de IgG1 anti-FVIII
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quando comparado aos anticorpos IgG4 anti-FVIII. Foi observada ainda um maior 1A de
anticorpos IgG4 anti-FVIII em pacientes classificados como moderados quando comparados

aos pacientes classificados como graves (Figura 14).
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Figura 14: indice de Avidez em percentual de anticorpos IgG total e das subclasses IgG1 e
IgG4. Cada linha representa a mediana do IA e cada simbolo um paciente do grupo HAa-
FVIII(+). O IA de IgG total de pacientes com HA moderada (circulos ndo preenchidos), TA de
IgG1 de pacientes com HA moderada (quadrados ndo preenchidos), IA de IgG4 de pacientes
com HA moderada (losangos nao preenchidos), IA de IgG total de pacientes com HA grave
(circulos preenchidos), IA de IgG1 de pacientes com HA grave (quadrados preenchidos) e TA
de IgG4 de pacientes com HA grave (losangos preenchidos). Resultados estatisticamente
significativos (p<0,05) foram representados por linhas niveladas para comparagdes entre os

grupos categorizados.

O indice de avidez de IgG total e IgG1 de pacientes HAa-FVIII(+) classificados como
moderados e graves ndo foram correlacionados com os titulos de Bethesda, contudo o IA da
subclasse 1gG4 de pacientes graves demonstrou uma correlagdo negativa moderada com os
titulos de Bethesda, o que ndo foi observado para pacientes classificados como moderados

(Figura 15).
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Figura 15: Correlagdes entre o IA (%) de [gG4 anti-FVIII e os titulos de Bethesda (UB/mL)
de pacientes HAa-FVIII(+) classificados como moderados (A) e graves (B). Correlagdes

estatisticamente significativas (p<0,05) foram representadas por seu valor de p e o coeficiente

de correlacdo por seu valor de r.
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6 DISCUSSAO
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A producao de anticorpos inibidores do FVIII ¢ a principal complicagdo do tratamento
da hemofilia A, porém os mecanismos imunoldgicos associados ao desenvolvimento dos
inibidores ainda nao foram completamente elucidados. Nesse sentido, a avaliagao de
biomarcadores fenotipicos celulares e humorais na HA visa contribuir com a compreensao da
compartimentalizacao da resposta imune. Assim, a primeira parte desse trabalho teve como
objetivo caracterizar o perfil de citocinas intracitoplasmaticas de células do sistema imune
inato e adaptativo presentes no sangue periférico de pacientes com hemofilia A, com e sem
inibidores do FVIII, tendo como referéncia os resultados de doadores de sangue sem
hemofilia.

As analises referentes ao perfil de citocinas de leucocitos demonstraram a
predominancia de uma resposta imune anti-inflamatoria/reguladora em células da imunidade
inata ¢ adaptativa em pacientes com inibidores, com menor frequéncia de mondcitos e
neutréfilos TNF-[1, monoécitos IL-5 [ieutréfilos IL-4 e uma maior frequéncia de
neutréfilos, linfocitos T CD4', linfocitos T CD8" elinfocitos B IL-10". Esses resultados
enfatizam que o perfil de citocinas anti-inflamatdrias/reguladoras nas células da imunidade
inata e adaptativa ¢ de alguma forma relacionado a presenca de inibidores do FVIIL."

Por outro lado, as andlises referentes ao perfil de citocinas de leucdcitos do sangue
periférico demonstraram a predominancia de uma resposta pro-inflamatoria em células da
imunidade inata e adaptativa em pacientes sem inibidores, com uma maior frequéncia de
mondcitos TNF-I [dinfocitos B IL-4 ¢ uma menor frequéncia de linfocitos T CD4" ¢
linfécitos T CD8" IL-10". Os resultados do presente estudo enfatizam que o perfil de citocinas
pro-inflamatodrias nas células da imunidade inata e adaptativa esta relacionado de alguma
forma a auséncia de inibidores do FVIII.

Os neutrofilos tém sido associados a sintese de citocinas em resposta a diferentes
estimulos inflamatérios em doengas cronicas (como artrite reumatoide, doenga intestinal
inflamatdria, diabetes e diversas infecgdes) e também com a regulagdo da resposta imune,
como sugerido na HA. Estudos tém proposto ainda que o perfil de citocinas produzidas por
neutr6filos seja semelhante ao perfil de citocinas produzidas por mondcitos e macrofagos.
Portanto, a modulagdo de citocinas derivadas de monocitos e neutréfilos parece ter um
relevante papel na regulacdao da resposta imune, podendo ainda, ser uma potencial estratégia
para futuras terapias imunologicas (KASAMA et al, 2005; HATANAKA et al., 2006;
WRIGHT et al., 2010).
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A resposta do sistema imune a terapia de reposi¢do do FVIII esta associada ao
desenvolvimento de uma resposta imune cldssica dependente da ativagdo de linfocitos T
CD4" e consequente producio de anticorpos por linfocitos B. O FVIII infundido ¢é
reconhecido, internalizado e processado por APCs e apresentado a linfocitos T CD4". Durante
esse processo de estimulagdo as células T podem induzir a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias ou anti-inflamatorias/reguladoras e, em consequéncia desse microambiente,
promover a ativagdo de linfocitos B, resultando na sintese de anticorpos anti-FVIII com
carater inibitorio. Ainda nesse contexto, células B de memoria também podem ser estimuladas
(HU et al.,, 2007; WROBLEWSKA et al.,, 2013; ASTERMARK et al,, 2013; ASTERMARK
et al., 2015). Considerando o exposto, os linfocitos T CD4 " tém uma significativa importncia
na resposta imune ao FVIII, assim como relatado neste trabalho.

Por outro lado, estudos tém descrito uma contribui¢do consideravel de linfécitos T
CD8" no contexto de regulagdo da resposta imune. Linfocitos T CD8" estdo associados com a
indugdo da tolerancia imune funcionando como células T reguladoras, possivelmente através
da supressdo de células T ativadas pela producdo de IL-10 ou por meio de células citotoxicas
CDS8" que podem mediar a apoptose de células T (Le GAL et al., 1999; ENDHARTI et al.,
2005; SHI et al., 2009; HERDON et al., 2005). A proliferacio de células supressoras CD8" e
linfocitos T CD8" ativados ja foram descritos em pacientes com HA e a proliferacdo dessas
c¢lulas supressoras parece estar relacionada as repetidas infusdes de FVIII (DIANZANI ez al.,
1988; MATSUTANI et al., 2003; SAKURALI et al., 2011). Diante disso, acredita-se que a
produgio de IL-10 por células T CD8" em pacientes com inibidores possa estar relacionada a
um perfil de regulagdo da resposta imune.

A contribui¢do das citocinas secretadas pelas células B tem sido relatada na literatura.
Rosado e colaboradores (2008) relataram que a citocina IL-10 tem um importante papel em
respostas anti-inflamatorias, contribuindo para a sintese de todos os tipos de imunoglobulinas
por linfécitos B (ROSADO et al, 2008). Briére e colaboradores (1994) por sua vez,
relacionaram a secrecio de anticorpos IgG1 a sintese de IL-10 por linfécitos B (BRIERE et
al., 1994). Ao passo que Rousset e colaboradores (1992) sugeriram que a predominancia da
secre¢do de IL-10 por linfécitos B, em pacientes com inibidores, pode estar relacionada a
regulagdo da secre¢do de citocinas como TNF-[], IL-10J¢ IL-1[llinfluenciando um
microambiente ideal para a produ¢do de anticorpos inibidores (ROUSSET et al., 1992). Esses
achados evidenciam que a fungdo das células B nao se limita a producdo de anticorpos,
podendo contribuir com a regulacdo da reposta imune e secrecdo de citocinas que amplificam

a resposta imune celular.
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De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o microambiente composto
de citocinas anti-inflamatorias/reguladoras secretadas por mondcitos, neutrofilos, células T e
c¢lulas B favorega a sintese de anticorpos anti-FVIII com atividade inibitéria. Ja um
microambiente composto de citocinas pro-inflamatérias favoreca a sintese de anticorpos anti-
FVIII sem atividade inibitoria.

Estudos prévios tém demonstrado que o contexto imunologico durante o tratamento de
reposi¢do de FVIII influencia o desenvolvimento de anticorpos anti-FVIII com e sem carater
inibitério. A associacdo entre a resposta imune anti-inflamatdria/reguladora e a sintese de
inibidores do FVIII e entre a resposta imune predominantemente pro-inflamatéria e a sintese
de anticorpos sem atividade inibitoria ja tem sido relatada na literatura (HU er al.,, 2007,
REDING et al., 2002; van HELDEN et al., 2008; CHAVES et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2013; PIMENTEL et al., 2013). Esses dados evidenciam a importancia das citocinas agindo
como mediadores da resposta imune.

E importante salientar ainda que os genes que codificam IL-10 ¢ TNF-[/foram os
primeiros genes, além do gene do FVIII, a serem associados a produgdo de inibidores do
FVIII na HA, sugerindo que a secre¢ao dessas citocinas poderia ter um impacto consideravel
no contexto da resposta imune ao FVIII (ASTERMARK et al., 2006a, ASTERMARK et al.,
2006b; CHAVES et al., 2010).

Hu e colaboradores (2007) sugerem inclusive que um perfil de citocinas pro-
inflamatoérias estaria relacionado a uma resposta imune inicial ao FVIII e que a conversao
para um perfil de citocinas anti-inflamatérias/reguladoras representaria um ponto decisivo
para o desenvolvimento de anticorpos inibidores do FVIII.

Os resultados obtidos na primeira parte deste trabalho demonstraram que foi possivel
identificar biomarcadores fenotipicos celulares relevantes associados a pacientes com e sem
inibidores do FVIII.

O presente estudo também teve como objetivo analisar o perfil de microparticulas
plasmaticas em pacientes com e sem inibidores de FVIII. As MPs podem ser originadas de
diferentes tipos celulares em condigdes fisiologicas, porém as MPs encontram-se aumentadas
em condi¢des em que a hemostase tecidual € alterada, principalmente com relagdo a processos
inflamatoérios e sistémicos, como pode ocorrer em pacientes com HA (ZWAAL & SCHROIT,
1997; OWENS & MACKMAN, 2011; THUSHARA et al., 2015).

Os processos de ativagdo celular e apoptose sdo associados a um remodelamento da
membrana plasmatica, resultando na liberagdo de microparticulas plasmaticas ricas em

fosfatidilserina (PS) exposta. A PS exposta nas MPs pode se ligar a diferentes fatores da
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coagulagdo sanguinea tendo um potencial procoagulante importante. Além da PS, as MPs
podem expressar ainda fator tissular (TF), que pode favorecer a iniciagdo da cascata de
coagulagdo, condigdes que sdo de grande relevancia no contexto da HA (ZWAAL &
SCHROIT, 1997; COMBES et al., 1999; OWENS & MACKMAN, 2011).

Morel e colaboradores (2006) demonstraram que a superficie de MPs ¢ um local
eficiente para a formagdo de trombina, demonstrando que um aumento de MPs pode ser
associado a coagulacdo sanguinea mais eficiente (MOREL et al., 2006). Nesse contexto, as
MPs podem interferir em diferentes processos fisiopatoldogicos como hemostasia, inflamacao,
apoptose, remodelamento vascular e angiogénse (BERCKMANS et al., 2001; LEROYER et
al., 2007).

Sdo limitados os dados sobre as origens e os niveis de MPs em pacientes com
hemofilia A. Nosso estudo foi o primeiro a relatar evidéncias de que os niveis de MPs sdo
significativamente diferentes em fungdo da presenga ou auséncia de inibidores do FVIII. Os
poucos relatos publicados na literatura que avaliaram a presenca de MPs na HA relacionaram
alteracdes dos niveis de MPs ao tratamento da HA e a idade dos pacientes com HA.

Proulle ¢ colaboradores (2004) descreveram que pacientes com inibidores tratados
com rFVIla tinham um aumento transitério de MPs, principalmente de MPs derivadas de
plaquetas. Contudo, deve-se considerar que o grupo de pacientes avaliados no trabalho foi
composto de pacientes com HA e HB, sendo apenas 15 pacientes com inibidores e apenas 6
desses pacientes ter apresentado um pico transitério de MPs. E importante considerar ainda
que a coleta das amostras foi realizada imediatamente ap6s o tratamento dos pacientes, fatores
que podem ter influenciado as dosagens de MPs (PROULLE et al., 2004).

Proulle ¢ colaboradores (2005) observaram um aumento significativo nos niveis de
MPs em pacientes com HA menores de 18 anos, sendo a idade o unico pardmetro que
apresentou relacao aos niveis de MPs. No entanto, ¢ importante ressaltar que o grupo de
pacientes foi composto de pacientes com HA e HB, sendo a amostra constituida por 18
pacientes com inibidores, a coleta das amostras realizada logo apds a submissdo do paciente
ao tratamento e alguns pacientes apresentarem hemorragias durante a coleta das amostras,
fatores esses que podem ter influenciado os resultados observados (PROULLE et al., 2005).

Mobarrez e colaboradores (2012) descreveram uma diminui¢do de MPs associada a
uma melhora na hemostasia apds o tratamento com FVIII em pacientes com HA tratados sob
demanda, sugerindo que as MPs seriam incorporadas ao tampao hemostatico formado apos a

infusdo do FVIII. No entanto, essa avaliagao foi realizada em somente 18 pacientes com HA e
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a coleta das amostras realizada em até 20 horas apods o tratamento, o que pode ter influenciado
os resultados observados (MOBARREZ et al.,, 2012).

Nossas andlises referentes a determinacdo das MPs demonstraram uma grande
variedade de niveis e origens celulares de MPs tanto em pacientes com HA quanto em
pacientes do grupo controle, conforme ja esperado. A maior contribuicdo de MPs foi derivada
de plaquetas nos pacientes com HA. Foi observado ainda um aumento expressivo de MPs
derivadas de células endoteliais, granuldcitos e linfocitos T em pacientes com HA sem
inibidores. MPs derivadas de hemdcias apresentaram um aumento somente em pacientes com
inibidores. Os dados do presente estudo sugerem a participacdo de diferentes células no
contexto do desenvolvimento e supressao dos inibidores.

Proulle e colaboradores (2004, 2005) e Mobarrez e colaboradores (2012) também
descreveram uma maior contribuicdo de MPs derivada de plaquetas em pacientes com HA e
uma menor contribui¢do de MPs derivadas de leucocitos (PROULLE et al., 2004; PROULLE
et al., 2005; MOBARREZ et al,, 2012).

Tem sido bem estabelecido na literatura que mais de 80% das MPs circulantes
carregam antigenos originados de plaquetas ou megacaridcitos, indicando que MPs derivadas
de outras células representam a minoria de MPs circulantes (FLAUMENHAFT ef al., 2009).

MPs derivadas de células endoteliais desempenham um papel biologico importante
nos processos de coagulagdo, inflamagao e hemostase vascular. Nesse contexto, a secrecao de
citocinas pro-inflamatorias por células endoteliais no local do dano vascular tem sido bem
estabelecida na literatura (CHIRONI et al., 2009; MOREL et al., 2009; DIGNAT-GEORGE
& BOULANGER, 2011). As MPs derivadas de células endoteliais podem estar contribuindo
com a presenga de citocinas pro-inflamatorias observada nos pacientes com HA sem
inibidores. Os niveis elevados de MPs derivadas de células endoteliais podem ainda estar
associados com a regulacao da hemostase e forma¢ao do tampao plaquetario, promovendo a
ativacdo da cascata de coagulagdo, podendo estar associada a formagdo mais eficiente do
coagulo de fibrina (ENJETI & SELDON, 2012).

O perfil de citocinas de leucocitos demonstrou que granulocitos e linfocitos t€ém um
papel determinante na promog¢ao de um microambiente adequado para a presenca ou auséncia
de anticorpos inibidores do FVIII, sugerindo que essas células poderiam estar em processo de
ativagdo, promovendo assim a produgao e liberagdo de MPs.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o aumento dos niveis de MPs
derivadas de células endoteliais, granulocitos e linfocitos em pacientes com HA sem

inibidores podem estar associado ao microambiente pro-inflamatorio observado nesses
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pacientes e que MPs derivadas de hemadcias estariam associadas aos pacientes com inibidores.
Acredita-se ainda que os niveis dessas MPs possam ser considerados relevantes
biomarcadores fenotipicos celulares no contexto da auséncia e presenca de inibidores do
FVIIL

Devido aos niveis elevados de MPs derivadas de hemacias em pacientes com
inibidores, investigamos mais profundamente qual seria o papel das heméacias nesse contexto.

Inicialmente, investigamos presenca de anticorpos na superficie de hemdacias de
pacientes com e sem inibidores do FVIII. As anélises demonstraram que pacientes com HA
apresentaram niveis elevados de anticorpos do tipo IgG na superficie das hemaAcias,
principalmente pacientes com inibidores. Foi possivel ainda, detectar anticorpos do tipo IgG
anti-FVIII em concentrado de hemécias de pacientes com inibidores.

Os resultados observados sugerem que os elevados niveis de anticorpos na superficie
de hemadcias em pacientes com inibidores possam estar relacionados a presen¢a de anticorpos
anti-FVIII em hemacias, contribuindo com reagdes hemoliticas desse grupo de pacientes,
provavelmente através de reacdes via complemento e consequentemente contribuindo para o
aumento dos niveis de MPs derivadas de hemécias.

Segundo De Back er al. (2014) as hemacias sob condigdes estressantes ou danificadas
sdo removidas da circulagdo ou degradadas por macréfagos localizados principalmente no
baco, mas também no figado (DE BACK et al., 2014). Provavelmente, a sensibilizagao das
hemadcias pelos anticorpos seria uma dessas condig¢des estressantes que estariam relacionadas
a remogao das hemacias.

A chance do FVIII circulante de interagir com hemacias pode ser considerada pequena
em funcdo dos niveis de FVIII circulante em comparagdo com outros antigenos proteicos.
Entretanto, Uszynski (1974) e Laurian et al. (1982) descreveram hemécias revestidas por
FVIII e sugeriram que os anticorpos anti-FVIII poderiam interagir com essas hemacias
(USZYNSKI, 1974; LAURIAN et al., 1982). Com isso, talvez o FVIII residual presente no
plasma dos pacientes com HA, assim como, o FVIII infundido durante o tratamento da HA,
possam interagir com as hemacias desses pacientes.

A categorizagdo dos pacientes quanto aos titulos de anticorpos anti-FVIII provenientes
de hemacias demonstrou um aumento de MPs derivadas de hemacias em pacientes com
baixos titulos de anticorpos. O esperado seria um aumento de MPs de hemacias no grupo de
pacientes com altos titulos de anticorpos no concentrado de hemécias, a ndo ocorréncia desse

fenomeno em pacientes com altos titulos de anticorpos anti-FVIII em hemacias sugere que
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talvez a lise das hemacias esteja associada a anticorpos com menor carater inibitorio,
possivelmente IgGl1.

As andlises dos grupos categorizados quanto aos titulos de inibidores do FVIII
demonstraram um aumento de MPs derivadas de células endoteliais, granulécitos e linfocitos
T em pacientes com inibidores de alta resposta ¢ uma frequéncia superior de MPs derivadas
de hemacias em pacientes com inibidores de baixa resposta. Esses resultados sugerem que
inibidores de alta resposta, principalmente IgG4, também podem contribuir com a ativagao do
compartimento celular composto por células endoteliais, granuldcitos e linfocitos T e
consequentemente com o microambiente de citocinas propicio ao desenvolvimento de
inibidores. J& os inibidores de baixa resposta, principalmente IgG1 e IgG2, podem contribuir
com a hemolise via sistema do complemento.

A subclasse IgG4 tem sido relacionada a presenca de altos titulos de anticorpos
inibitdrios, enquanto a subclasse IgG1 tem sido relacionada a baixos titulos de inibidores
(CHAVES et al., 2010; MONTALVAO et al., 2015).

As imunoglobulinas da subclasse IgG4 tém sido consideradas como anticorpos nao
patolégicos com propriedades anti-inflamatorias. Em condi¢des fisiologicas, quando
comparadas as outras subclasses, a [gG4 € a menos presente com valores entre 0,8 a 11,7% do
total de IgG. Além disso, a IgG4 ¢ funcionalmente diferente das outras subclasses de
anticorpos IgG por apresentar baixa capacidade de interagdo com receptores celulares, e
portanto, baixa capacidade de ativagdo do complemento. Ao passo que a subclasse
proporcionalmente mais abundante ¢ a IgGl, que compreende entre 43 a 75% das
imunoglobulinas do tipo IgG e os anticorpos das subclasses IgG1 e IgG2 sdo classicamente
associados a ativagdo do complemento e consequente lise celular (AALBERSE et al., 2009;
RISPENS et al., 2011; VIDARSSON et al., 2014).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o FVIII parece ter a
capacidade de se ligar a superficie das hemdicias e como consequéncia interagir com
anticorpos anti-FVIII, sendo a consequéncia da presenca desses anticorpos variavel de acordo
com o tipo de imunoglobulina associada. Foi possivel, portanto, identificar a presenca de
anticorpos anti-FVIII na superficie de hemacias como potenciais biomarcadores fenotipicos
humorais associados aos pacientes com inibidores.

Esses resultados preliminares sugerem que a investigagdo de anticorpos anti-FVIII na
superficie de heméacias em pacientes com HA ¢ um importante tema a ser abordado em futuras
investigagdes. Principalmente, pois ndo ¢ habitual a pesquisa de subclasses de anticorpos anti-

FVIII na rotina de pacientes com HA e ainda em fungdo do teste de Bethesda, que ¢ realizado



67

na rotina de busca de anticorpos inibidores, ser realizado somente em amostras provenientes
de plasma.

O presente estudo teve como objetivo final a determinagdo dos indices de avidez de
anticorpos anti-FVIII em amostras de pacientes com e sem inibidores do FVIIL.

Os eventos iniciais da resposta imune ao FVIII que culminam com a producdo de
anticorpos inibidores requerem a ativagao de linfocitos B e sua diferenciagdo em plasmocitos
secretores de anticorpos de baixa afinidade e posteriormente em células B de memoria que
reconhecerdo o FVIII (HU et al., 2007; van HELDEN et al., 2008; ASTERMARK et al.,
2015).

As células B de memoria especificas ao FVIII tém um importante papel na
manutencdo e na maior produ¢do de anticorpos anti-FVIII em casos de novas exposigdes.
Quando hé reexposi¢do ao FVIII, células B de memoria sdo rapidamente reestimuladas a se
proliferarem e se diferenciarem em plasmocitos, que por sua vez serdo capazes de secretar
anticorpos de alta afinidade (ORACKI et al., 2010; ASTERMARK et al., 2015).

Os anticorpos relatados como tendo baixa afinidade tém a capacidade de se associarem
e se dissociarem rapidamente aos antigenos. Por outro lado, os anticorpos relatados como
tendo alta afinidade tém a capacidade de se manterem associados aos antigenos por um
periodo prolongado. No entanto, o conceito de afinidade dado aos anticorpos nao reflete a real
forca de interacdo entre os anticorpos e os antigenos, pois a afinidade ¢ um conceito que se
refere a for¢ca de interacdo, em termos termodinamicos, entre um antigeno ¢ uma regiao
especifica de um anticorpo. O conceito de avidez ou afinidade funcional, por sua vez, se
refere a forga de interagdo entre anticorpos e antigenos complexos, dependendo de sua
afinidade, valéncia e interagdo estrutural (RUDNICK & ADAMS, 2009; HOFBAUER et al.,
2015; JACQUEMIN & PEERLINCK, 2015).

Em fun¢do do exposto, o estudo da avidez dos anticorpos ¢ a forma ideal para
mensurar a capacidade de interagdo entre anticorpos e antigenos em sistemas bioldgicos
(RUDNICK & ADAMS, 2009).

A avaliagdo dos indices de avidez demostrou que pacientes com HA classificados
como moderados e graves apresentaram uma maior avidez de anticorpos IgG total e IgG1
anti-FVIII e uma menor avidez de anticorpos I1gG4 anti-FVIII. Foi observada ainda uma
maior avidez de anticorpos IgG4 anti-FVIII em pacientes classificados como moderados
quando comparados aos pacientes classificados como graves. O indice de avidez de IgG4
correlacionou-se, portanto, com a gravidade da HA e ainda com os titulos de inibidores.

Tem sido estabelecido na literatura que a avidez de anticorpos do tipo IgG diminuem
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significativamente ao longo do tempo em diversas condigdes avaliadas, provavelmente em
funcdo da maturag@o dos anticorpos variar de acordo com a concentracdo dos antigenos e das
condig¢des de exposicdo (VERMONT et al., 2002; BARKOFF et al., 2012; PRELOG ef al.,
2013). Como os pacientes estudados neste trabalho interrompem o tratamento com o FVIII
apo6s apresentarem inibidores do FVIII, as condi¢des de concentragao de antigenos sofre uma
brusca alteracdo, o que pode favorecer o surgimento de anticorpos com uma menor avidez,
como observado pelo resultado da avidez de IgG4.

Pouca atenc¢ao ¢ dada a avaliagao de avidez de anticorpos anti-FVIII em pacientes com
hemofilia A e somente um estudo foi publicado a esse respeito. Chargelegue e colaboradores
(1993) avaliaram a avidez de anticorpos do tipo IgG em pacientes com HA infectados pelo
virus HIV e observaram que a resposta imune desses pacientes foi restrita as subclasses [gG1
e IgG4 e que a avidez de IgG1 foi superior a avidez de IgG4, corroborando com os resultados
de determinagao da avidez (CHARGELEGUE et al.,1993).

Suwannalai e colaboradores (2014) descreveram que anticorpos com baixa avidez
estariam associados com altas taxas de destruicdo de articulagdes em pacientes com artrite
reumatoide, revelando que anticorpos com baixa avidez podem exibir um potencial de
interagir com mais antigenos a0 mesmo tempo, sugerindo que esses anticorpos podem ter uma
melhor biodisponibilidade, permitindo ainda, relacionar anticorpos de baixa avidez a
gravidade da doenga ¢ indicar que esses anticorpos podem ter um importante impacto
biologico (SUWANNALAI et al, 2014). Assim como observado na correlagdo entre os
anticorpos da subclasse IgG4 anti-FVIII e a gravidade dos pacientes, demonstrando que
anticorpos de baixa avidez podem mediar efeitos bioldgicos mais pronunciados em pacientes
com inibidores.

Em uma recente publicagcdo, Hofbauer e colaboradores (2015) descreveram a afinidade
de anticorpos anti-FVIII e demonstraram uma interessante associacdo entre a afinidade dos
anticorpos e o desenvolvimento de inibidores. Foi demonstrado que os anticorpos anti-FVIII
detectados em pacientes com inibidores tém uma for¢a de afinidade até 100 vezes maior que
anticorpos observados em pacientes sem inibidores. Foi observada também uma menor
afinidade de anticorpos da sublcasse IgG1 anti-FVIII quando comparados a anticorpos da
subclasse 1gG4 anti-FVIII (HOFBAUER et al., 2015).

Relacionando os dados obtidos por Hofbauer e colaboradores (2015) com os dados de
determinac¢do de avidez, pode-se especular que a menor afinidade de anticorpos da sublclasse
IgG1 anti-FVIII possa ser compensada pela avidez superior dos anticorpos IgG1 anti-FVIII,

visto que a avidez dos anticorpos pode ser alterada quando um antigeno com multiplas regides
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de ligacdo interage com os anticorpos, sugerindo que em alguns casos a avidez dos anticorpos
possa ser inversa a afinidade dos mesmos.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, anticorpos anti-FVIII de alta
avidez podem ser associados a anticorpos com menor capacidade de neutralizagdo enquanto
anticorpos de baixa avidez podem ser associados a anticorpos com maior capacidade de
neutralizacdo. Sugere-se que as diferentes cinéticas de inibi¢do exibidas pelos anticorpos anti-
FVIII podem também ser associadas a avidez da interacdo entre o FVIII e os anticorpos,
indicando que a avidez dos anticorpos anti-FVIII pode ser um biomarcador sorologico
adicional no desenvolvimento dos inibidores na HA.

No contexto da avaliagdo da resposta imune contra o FVIII, os biomarcadores
fenotipicos celulares e humorais descritos nesse estudo representam um aspecto relevante
associado ao desenvolvimento de inibidores, no entanto outros fatores de risco como histérico
familiar, etnia, idade do paciente no momento da primeira exposi¢do ao FVIII, tipo de
mutacao no gene do FVIII, mutacdes e ou alteragdes em outros componentes do sistema
imune e tipo, frequéncia e tipo do FVIII infundido ndo podem ser negligenciados (GHOSH &
SHETY, 2009; LACROIX-DESMAZES et al, 2008; AGOSTINI et al,  2012;
ASTERMARK et al., 2013; COLLINS et al.,2014; ASTERMARK, 2015).
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7 CONCLUSOES
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Com base nos dados obtidos, acredita-se que um microambiente composto de citocinas
anti-inflamatorias/reguladoras secretadas por mondcitos, neutrofilos, células T e linfocitos B
favorecam a sintese de anticorpos anti-FVIII com atividade inibitéria (predominantemente
IgG4). Ja um microambiente composto de citocinas pro-inflamatodrias favorega a sintese de
anticorpos anti-FVIII com menor atividade inibitoria (IgG1).

Observou-se também um aumento na presen¢a de microparticulas circulantes
derivadas de células endoteliais, granuldcitos e linfocitos T em pacientes sem historico de
formacao de inibidores, provavelmente proporcionado pelo aumento da ativacdo dos
leucocitos e do microambiente pré-inflamatdrio observado nesses pacientes. Entretanto,
observou-se um aumento na presenga de MPs derivadas de hemdicias em pacientes com
inibidores, possivelmente devido a presenca de anticorpos IgG anti-FVIII em hemacias.
Associaram-se ainda os niveis de microparticulas aos titulos de anticorpos anti-FVIII com
carater inibitorio.

Verificou-se ainda uma avidez superior de anticorpos anti-FVIII (IgG total e IgG1) e
uma menor avidez de anticorpos anti-FVIII (IgG4) e sua associacdo com a gravidade da HA e
com a presenca de inibidores, demonstrando que existem variagdes de avidez dos anticorpos
anti-FVIII importantes dependendo do perfil dos pacientes com HA.

Sendo assim, considera-se que a avaliagdo do perfil de citocinas produzidas pela
resposta imune, a determinagdo de MPs, a detec¢do de anticorpos anti-FVIII em hemécias e a
determinagdo da avidez de anticorpos anti-FVIII em pacientes com HA podem ser
importantes biomarcadores fenotipicos celulares e humorais para o monitoramento do

desenvolvimento de anticorpos inibidores ao FVIII.
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Abstract

Badkground: H=mophilia A (HA) is an ¥Hinked inherited bleeding disorder, resulting from a qualitative or quantitative
deficiency of dotting factor VI (PYIT). Antibodies against PV also called inhibitors, block the procoagulant activity of
FVIL; thus, impairing hemaostatic activity in patients with HA The exact mechanism underlying the immunolegical
events behind the development of inhibitors remains unknown. This study aimed to understand immune response o

levels of IL-10.

Pl in patients with HA who were either positive [HAa-PIIE]] or negative [HAa-PYIIE] for inhibitars.

Methods: Cytokine profiles [interferon-y (IFN —y), tumor necrasis facrara (TMF-a), interleukin-g (-4}, 1L-5, and 1L-10]

of innate and adaptive immune cells present in the perpheral blood of participants were characterizd,

Results: Presence of inhibitors was significantly assodated with decreased frequendes of TNF-a-positive monocytes
and neutrophils, IL-5-positive monocytes, IL-4-positive neutrophils, and increased frequendes of 1-10-positive
neutrophils and T cells T cells from HAa-PVIl-) patients expressed Increased levels of almaost all oytokines. In contrast,
HAa-PVII(+) patients showed lower levels of all oytokines in CD47™ and CDE™ T cells, except 1L-10. B cells from
Haa-FVIll[—) patients expressed increased levels of L4 while those from HAa-FVII+) patients expressed increased

Conclusions: The global oytokine profiles of innate and adaptive immune cells showed an antiHnflammatony/regulatory
pattern in HAa-PVIll+) patients and a mixed pattern, with a bias toward inflammatory otokine prafile, in
Haa-FVIll—) patients. The cccurrence of these profiles seerms to be assodated with presence FVI inhibitors,

Keywords: Immune regulation, Intracellular cytokine staining, Cytokine profile, PVl inhibitors, Hermaphilia A

Background

Hemophilia A (HA) i an X-linked inherited bleeding
disorder resulting from a gqualitative or quantitative defi-
ciency of dotting factor VUL (FVIL) [1]. HA is dassified
as mild, moderate, or severe based on the degree of FVIL
residual activity [2]. Treatment of patients with HA
imvolves replacement therapy with plasma-derived FVIL
(pdFVILL) or recombinant FVIL [3]. A mxajor clinical com-
plication observed during replacement therapy is the
development of antibodies against FVI {called inhibitors)
that block its procoagulant activity. Approximately 10%—
15% patients with HA and 25%-30% patients with severs
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HA develop inhibitors [4]. Patient’s age at the time of the
first exposure to replacement therapy and type and
frequency of FVIL exposure are risk factors for inhibitor
formation; in addition, mutations in the gene encoding
FVIl and variations in the immune system are important
risk factors for inhibitor formation [5]. Anti-FVI antibodies
are immunoglobulin G (lgG) antibodies, mainly l[gG4; in
some cases, lgGl and [gG2 can also be detected [6,7].

Type 1 cells have been established to play a role in the
initial immune response to FVIL, and oype 2 cells act in
the development of strong inhibitor production. CD4" T
cells are important for the production of inhibitors
because they secrete both proinflammatory and anti-
inflammatory/regulatory cytokines [8]. Studies have
described that polymorphisms in genes encoding cyto-
kines such as TNF-a and [L-10 greatly affect inhibitor
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production  [5,9-11]. Several studies hawe focused on
immune response in patients with HA to eluddate the
mechanisms underlying inhibitor production. We ob-
served that the global cytokine profiles of innate and
adaptive immune cells showed a major anti-inflammatory/
regulatory pattern in patients with HA who were positive
for inhibitors [HAo-FYUI{+)}] and showed a mixed
pattern, with a bias toward an inflammatory oytokine
profile, in patients who were negative for inhibitors
[HAa-FVUI(-)]. In addition, we proposed that these
cytokine profile patterns may be the key elements in
the production of distinct subclasses of anti-FVIL anti-
bodies [12-14], To understand immune response to FVIL,
we characterized the cytokine pattemns of peripheral hlood
leukocytes from whole blood samples of healthy blood do-
nors, HAw-FVIII{+) patients, and HAa-FVII(~) patients.
In addition, we examined the differential synthesis of pro-
inflammatory (IFN-y and TNF-a) and anti-infammatory/
regulatory (IL-4, [L-5, and IL-10}) cytokines in innate (neu-
trophils and monocytes) and adaptive (CD4" and CDR" T
and B cells) immune cells.

Page 20f 8

Methods

Study population and sample collection

This case~control study incduded 85 subjects who were
classified into three groups: (1) heathy blood donoss
{BDs; 1 = 30; mean age, 31.6 £+ 12.8 years), (2) patients with
HA without history of inhibitors (HAo-FVIL{-); = 30;
mean age, 27.6 + 16.6 years), and (3) patients with HA
who had inhibitors (HAo-FVII(+); n=25; mean age,
219 + 13.8 years; mean anti-FV1I inhibitor level at the
time of blood collection, 11.0 UB/mL). All the patients
received on-demand (episodic) treatment and were
paired by gender and age, Table 1 summarizes the main
characteristics of HAa-FV1Il({+) patients. Heparinized
blood samples from all the subjects were collected in
vacutainer tubes (BD Phammingen, San Diego, CA, USA)
All the study subjects wvisited Fundacio Hemominas,
Minas Gerais, Brazil This study was approved by the
ethics committee of the Hemominas Foundation and
by the MNational Commission of Ethics in Research,
Brazil. Written informed consent for participation in the
study was obtained from participants or their parent or

Table 1 Characterization of patients with HA who were positive for inhibitors

Patient number Age [years) Level of circulating FVIIl Severity Historical peak of Bethesda titer (UB/mL} at the
Bethesda titer [UB/mL} time of blood collection
1 I m Modemte [{13] a0
2 (] <10 Seyers iz 0a
3 35 <10 Sayere 3840 08
4 T 27 Modemate 128 B4
5 14 <10 Senere 1820 mns
[ 13 13 Maoderats 58 58
7 40 <10 Severs 2310 160
12 <|0 Severa 1600 120
7 <10 Sevens 54 54
{fs] 4] 40 Maoderate Td fid
! i7 I8 Mademate 1280 il
12 2 <10 Seyera b0 () L
13 31 <10 Severs 56 144
14 T4 29 Maoderate 360 52
15 8 10 Severa 3540 46
16 1] <10 Senere fils} 28
17 38 <10 Seyers 480 03
(£:] ] 28 Mademats TEED 20
19 ] 10 Severe 480 12
m 36 15 Maderate 130 [}
el T4 <10 Severa 520 133
2 E ] <10 Severs ig [li}
3 1 16 Maoderate a6 a5
4 3 <10 Severs 20 T4
25 57 <10 Sayere 08 1.0
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their guardian where applicable. Patients with HA are
frequently examined at the Fundacio Hemominas to de-
termine the presence of inhibitors, HAo-FVIL(+) patients
were selected based on their positive history of inhibitors,
Median time between the first inhibitor production and
the time of sampling was 170.8 months (range, 10.9-
2410 months). Any results above 0.6 UB/mL were consid-
ered positive for the presence of inhibitors. Patients were
selected by carefully analyzing their medical records, Indi-
viduals with a history of transient inhibitor production
were excluded from the study. All patients with HA did
not receive FVIL infusions for 30 days before the date of
blood collection to avoid any influence due to a new
exposure, Bethesda titer of HA-FVIU(-) patients was
monitored for two months after FVII exposure to
verify the production of inhibitors, Patients with human
immunodeficiency virus and hepatitis C virus infections
and individuals with apparent infections or inflammatory
processes were excluded from the study. For all patients,
the Bethesda riter was confirmed in a second sample,

Immunophenotyping of cell subsets and intracellular
cytokines

Peripheral blood cells were immunostained in the dark for
30 min at room temperature with TriColor-labelled [TC-
phycoerythrin (PE)-cyanin 5 (Cy5)] monoconal antibodies
(mAbs) (Caltag, Budingame, CA, USA), including anti-
€4 (dore 53.5), antd-CDE (clone M-L233), anti-CD14
(clone TiukK4), anti-CD16 (done 3G8), and anti-CD19
(clone 4G7) mAbs. After lysis/fixation, the leukocytes were
permeabilized by incubation with phosphate-buffered
saline (PBS) permeabilization reagent (PBS supple-
mented with 0.5% [w/v] saponin [Sigma, 5t Louis, MO,
LISA]) for 10 min at room temperature, Fixed/Perme-
abilized cells were then incubated in the dark for
30 min at mom temperature with 20 pl. PE-labeled
anti-cytokine mAbs (IFN-y, clone B27; TNF-a, clone
MAB11; IL4, clone MP4-25D2; IL-5 clone TRFKS;
and [L-10, JES3-9D7 [e-Bioscience, San Diego, CA,
LISA]) in PBES permeabilization reagent.

Flow cytometry acquisition and analysis

After immunophenotyping, leukocyte suspensions were
run in a FACScalibur® flow cytometer (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA) to collect 30000 ungated events per
sample. The acquired data were analyzed using CellCQuest
software (Franklin Lakes, NJ, USA). Distinct gating strat-
egies were used to analyze oytokine-expressing leukocyte
subpopulations from innate and adaptive immune cells
Neutrophils were selected as 55C " (D16 cells and
monocyres were selected as CD14'"%° cells on FL3/
anti-CD16-TC and FL3/anti-CD14-TC versus laser
side-scatter (SSC) dot plots, respectively. Lymphocyte
populations were first selected on laser forward-scatter

Page 3of 8

(FSC) versus SSC dot plots. The number of gated
neutrophils, monocytes, and lymphocytes ranged from
19,500 to 22,500, 1,200 to 2,100, and 6,000 to 9,000, re-
spectively. After the initial gate selection, the frequen-
cies of cytokine-positive cells were quantified using
quadrant statistics applied on FL3/anti-cell surface
marker-TC versus FL2/anti-cytokine-PE dot plots. PE-
Cy5-labeled antibodies were detected on FL3 channel,
and PE-labded antibodies were detected on FL2 chan-
nel. Distinct tubes were used to evaluate the percentage
of cytokine-positive T cells (CD4° and CD&') and B
cells (CD19°). Data were expressed as the percentage of
cytokine- positive cells among gated neutrophils, mone-
cytes, and total lvmphocytes. The results were assem-
bled further to calculate the global cytokine profiles of
immune cells, as proposed earlier [12], Briefly, the me-
dian percentage for each cytokine-positive cell popula-
tion was calculated using the values obtained for each
study group [BD, HAa-FVILU(~), and HAc-FVILI(+)
groups].

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
5 software (San Diego, CA, USA). Because all data files as-
sumed a non-Gaussian diswribution, statistical comparisons
were performed using non-parametric Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s multiple comparison st to evaluate
cytokine profiles of innate and adaptive immune cells from
BDs, HAa-FVIL({-} patients, and HAa-FVIL(+) patients
Differences were considered significant when p-values
were <(.05.

Results

Monocytes and neutrophils from HAG-FVII(+) patients
have an anti-inflammatory/regulatory cytokine profile
Analysis of monocytes showed significantly lower frequen-
cies of TNF-a-positive and IL-5-positive cells in HAo-
FWIlli+) patients than in HAa-FVI{-) patients and BDs
The analyses also showed considerable frequencies
of monocytes with a high production of TNF-o in
HAa-FVILI{~) group when compared to the BD group. All
the three groups had similar frequencies of 1L-4-positive
and [L-10-positive monocytes Analysis of neutrophils
showed lower frequency of TNF-m-positive cells in
HAm-FVILL{+) patients than in HAa-FVIL(-) patients and
BDs. Conversely, higher frequencdies of [L-10-positive neo-
traphils were observed in HAw-FVII{+) patients than in
HAg-FVILL(~) patients and BDs. Moreover, lower frequen-
cies of 1L-4-positive neutrophils were observed in HAo
FVIL(+} patients than in HAx-FVII(-) patients. However,
the three groups showed similar frequencies of IL-5-
positive neutrophils (Figure 1),
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High synthesis of IL-10 is the hallmark of CD4" and CD8"
T cels in HAaFVII+) patients

Immunophenotyping of adaptive immune cells showed
that T cells {CD4* and CD&") of BDs had basal levels of
all the analyzed cytokines. Furthermore, T cells of HAn-
FVILI(~) patients had significantly elevated levels of all the
cytokines, except 1L-10. However, T cells of HAa-FVILI(+)
patients only had elevated levels of [L-10 (Figure 2).

B cells from patients with HA and BDs hawe similar
cytokine profiles

Analysis of B cells showed higher levels of IL-4-pasitive
cells in HAa-FVUI(-) patients than in BDs. In addition,
higher frequency of IL-10-positive B cells was observed
in HAa-FVII{+) patients than in BDs. However, the
three groups showed similar frequencies of TNF-a-
positive and [L-5-positive B cells (Figure 3).

Discussion

The treatment regimen of FVIL varies among different
countries and among centers in the samwe country. For
patients included in this study, on-demand treatment was
used to manage clinically evident bleeding, FVIII replace-
ment therapy depends on age, severity, and treatment
regimen. Recent studies have shown that median annual
on-demand FVII utlization (IU kg '-year'') vares
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between 1,100 and 1429 U kg ' year ' [13,14]. Our data
showed that patients receiving on-demand treatment at
Fundacio Hemominas used 1452 IU kg . year ' of FVIIL
Recent reports have shown that replacement therapy with
these amounts of FVII products can cause several changes
in the immune profile of patients with HA [15-19],

Production of anti-FVII inhibitors remains a challenge
in the treatment of patients with HA. Therefore, under-
standing the cellular compartmentalization of immune re-
sponses is important, Littde is known about the cytokine
profiles and cell types implicaied in auto- and alloimmune
responses to FVILL Previous studies have shown that
patients with HA who are positive for inhibitors have a
major anti-inflamnatory/regulatory  immune  cytokine
profile while those without inhibitors have a mixed pat
tern, with a bias toward an inflammatory cytokine profile,
These findings support and suggest that proinflammatary-
modulated immune response may fBvor the synthesis of
anti-FVII 1pG1 antibodies and prevent the synthesis of
anti-FVILL 1gG4  inhibitors [1220,21]. It has been
suggested that immunoclogical context along with the
intensity of treatment favors the class switching of
FVlll-specific antibodies to 1gG4 [22].

The findings of the present study highlight the signifi-
cantly lower frequencies of TNF-u-positive monocytes
and neutrophils, IL-5-positive monocytes, and L4
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positive neutrophils and higher frequencies of 1L-10-
positive neutrophils in HAw-FVILI(+) patients. Recent
studies have shown that neutrophils not only synthesize
cytokines in response to various inflammatory stimuli in
chronic inflammatory disorders (such as rheumatoid arth-
ritis, inflammatory bowel diseases, diabetes, and mycobac-
terial infections) but also regulate immune responses such
as those suggested in HA. Some studies have also pro-
posed that the oytokine profile of neutrophils is similar to
the cviokine profiles of monocytes and macrophages.
Therefore, modulation of oytokines derived from mono-
cytes and neutrophils is a potentially useful strategy for
therapeutic immunointervention [23-25],

Stimulation of B cells to produce FVII inhibitors is
dependent on CD4" T [26]. However recent reports
describe the contribution of CDE* T cells in this context.
A recent study has shown an association between CDE" T
cells and induction of immune tolerance. It was found that
human CDR" T cells also functioned as regulatory T cells
to induce immune tolerance by suppressing activated T
cells through 1L-10 production [27-29]. In addition, CD8"
cytotoxic cells mediate the apoptosis of T cells that con-
tribute to peripheral tolerance [30]. Proliferation of CD8*
suppressor cells and activated CD8" T cells is observed in
patients with HA; moreover, proliferation of suppressor

cells seems to be mainly related to FVI infusion [31].
These regulatory T cells are important for regulating other
T cells without the intervention of antigen- presenting cells
(APCs). In addition, it is well known that repeated infu-
sions of pdFVI concentrates skews TCR repertoires for
CDB* T cells [15,19].

Analysis of T cells from HAo-FVI({-) patients showed
elevated levels of almost all cytokines. In contrast, T cells
from HAx-FVII(+) patients showed decreased levels of all
the tested cytokines, except [L-10. The immune response
against FVII develops as a classical T cell-dependent
antibody-mediated immune response. Infused FVI is
recognized, intemalized, and processed by APCs and is
presented to antigen-specific CD4" T cells that provide ac-
tivation signals to antigen-specific B cells, thus resulting in
the synthesis of anti-FVII antibodies and long-lived FVIIL-
specific memory B cells [83233]. The data obtained in this
study showed that the oytokine microenvironment
promoted by Tcells is determinant for the presence or ab-
sence of FVLUL inhibitors. These data are consistent with
those of different studies that observed a mixed oytokine
pattern, with a bias toward an inflammatory oytokine
profile, in HAr-FVII(-} patients and ant-inflammeatory/
regulatory patem in HAa-FVIU(+) patients [7,8,12,34],
The changes observed in CD8" T cell compartment also
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seem to be related to the production of inhibitors and the
regulatory profiles of these cells. In HAa-FVIII(-) patients,
increased cytokine production by lymphocoytes contributed
to the prevention of inhibitor production by modulation of
the immune systeny, in contrast, in the inhibitor- positive
patients, reducing the production of cytokines inducing
immune microenvironment modifying the expansion of
lymphocytes with a regular profile, increasing the produc-
tion of 1L-10 in order to re-modulate the immune system;
However, other changes, which need investigation, prevent
this process, thus resulting in the production of inhibitors.

Analysis of B cells showed that HAw-FVII(-) patients
had higher levels of [L-4-positive B cells and HAa-FVII{+)}
patients had higher levels of IL-10-positive B cells. Because
of their central role in inhibitor production, it s impormnt
tor elucidate the cytokine profile of B cells in patients with
HA. The IL-10-predominant cytokine profile of B cells ob-
served in this study is well characterized as a downregula-
tor of TNF-a, IL-1a, and IL-1f production. However, it
stimulates B cell proliferation and differentiation and anti-
body production [35]. Importantly, B cells are not merely
antibody producers but actively contribute by regulating
immune response and secreting cyvtokines that amplify
humoral and cellular immune responses [36-39].

Conclusions

Typically, various oytokines and chemokines act as media-
tors in an immune response. It is important to note that
genes encoding 11-10 and TNF-a were the first genes
located outside the gene encoding FVI to be associated
with inhibitor production in patients with HA [9-11,40].
However, different risk factors such as ethnicity, type of
mutation in the gene encoding FVIL, family history of
inhibitor production, type of FVII (plasmatic or recom-
binant} therapy, patient age at the time of first exposure to
replacement therapy, initial doses of FVI1I concentrate,
mode of infusion, surgery, intensity of treatment or
regular prophylaxis, and inflammatory state or HLA
haplotype of patients are associated with inhibitor
production and should be investigated further. Other
causes of inhibitor production against FVIL include stress,
age, malignancy, coinfections, pregnancy, and antibiotics
[41-43]. Based on these findings, we hypothesize that anti-
inflammatory/ regulatory  cytokine-dominant microenvie-
onment determined by monocytes, neutrophils, T cells,
and B cells may favor the synthesis of anti-FV1 1gG4 with
inhibitory activity,. In addition, the proinflammatory
microenvironment cormborates with the synthesis of anti-
FVII 1gG1 non-inhibitory antibody [12,20,21].

The limitations of the study include limited number of
patients and absence of information on mutations in the
gene encoding FVIIL An important issue to be considered
in future investigations is to analyze the kinetic conversion
of a proinflammatory immune response to an  anti-
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inflammatory/ regulatory immune response against FVIL
in HAa-FYII(+) patients and the risk factors that may be
associated with this conversion during HA treatment. The
anti-inflammatory/regulatory  cytokine profile of innate
immune cells in patients with HA could be an important
biomarker for the development of high inhibitor titers [7].
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