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Associação de polimorfismos em genes de citocinas e o desenvolvimento de 
inibidores na hemofilia A 
 
 

RESUMO 
A Hemofilia A (HA) é uma doença hereditária recessiva ligada ao cromossomo X causada 

pela deficiência do fator VIII (FVIII) da coagulação sanguínea. Estima-se que há 

aproximadamente 10.065 portadores de HA no Brasil. A base do tratamento da HA é a 

administração de concentrado de FVIII derivado do plasma ou de produto recombinante. 

Alguns pacientes desenvolvem anticorpos que neutralizam a atividade do FVIII infundido, 

definidos como inibidores de FVIII, reduzindo a eficácia do tratamento e comprometendo a 

hemostasia. Vários fatores podem ter o potencial de influenciar este processo, inclusive os 

genes da resposta imune. Polimorfismos em regiões regulatórias de genes de citocinas estão 

sendo estudados em associação ao risco de desenvolvimento de inibidores em pacientes com 

HA. Alguns estudos mostraram que os principais polimorfismos relacionados ao aumento do 

risco de desenvolver inibidores estão nos genes TNF e IL10. A identificação desses fatores 

genéticos, em especial genes de citocinas, envolvidos na produção de inibidores por pacientes 

hemofílicos poderá auxiliar na prevenção do efeito inibitório ao FVIII. Dessa forma, este 

estudo teve por objetivo analisar os polimorfismos em regiões regulatórias de genes de 

citocinas que poderiam estar associados ao risco de desenvolvimento de inibidores do FVIII 

em indivíduos com HA no Estado do Paraná. Pacientes com HA registrados no Hemovidaweb 

Coagulopatias do Paraná foram selecionados para o estudo. A genotipagem de citocinas foi 

realizada pela técnica PCR-SSP utilizando o kit de citocinas Invitrogen®. Os resultados 

indicaram aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de inibidores em pacientes com o 

alelo +874T e genótipo +874TT no gene INFG; e para o genótipo +869TT no TGFβ1. No 

entanto, os pacientes com o alelo +874A no gene INFG; alelo +1902A no IL4RA; e haplótipo 

CG no TGFB1 apresentaram menor risco de desenvolver inibidores. Este estudo auxilia a 

identificação de genes promissores à prática clínica, além de contribuir para traçar um perfil 

genético dos pacientes com HA gravemente afetados. 

 

Palavras-chave: hemofilia A, inibidores, polimorfismos, genes de citocinas. 
 
 
 



Association of polymorphisms in genes of cytokines and the development of 
inhibitors in Hemophilia A 

 
ABSTRAT 

Hemophilia A (HA) is a hereditary recessive disease X-linked caused by a deficiency of 

factor VIII (FVIII) blood clotting. It is estimated that there are approximately 10,065 patients 

with HA in Brazil. The basis of treatment of HA is the administration of concentrate of FVIII 

plasma-derived or recombinant product. Some patients develop antibodies that neutralize the 

activity of FVIII infused, defined as FVIII inhibitors, thus reducing the treatment efficiency 

and compromising hemostasis. Several factors may have the potential to influence this 

process, including immune response genes. Polymorphisms in regulatory regions of cytokine 

genes are being studied in association with risk of development of inhibitors in patients with 

HA. Studies have shown that the main polymorphisms associated with an increased risk of 

developing inhibitors are in the genes IL10 and TNF. The identification of these genetic 

factors, in particular cytokine genes, involved in the production of inhibitors by hemophiliacs 

patients may assist in preventing the inhibitory effect of FVIII. Therefore, this study analyzed 

the polymorphisms in regulatory regions of cytokine genes that could be associated with the 

risk of inhibitors development in patients with HA in the State of Paraná. The HA patients 

registered in Hemovidaweb-Coagulopathies in Paraná were selected to the study. Cytokine 

genotyping was performed by PCR-SSP kit cytokines using the Invitrogen®. The results 

indicated increased susceptibility to inhibitors development in patients with the +874T allele 

and +874TT genotype in gene INFG; and +869TT genotype in TGFβ1. However, patients 

with the +874A allele of the gene INFG; the allele +1902A in IL4RA; and CG haplotype in 

the TGFB1 are lower risk to develop inhibitors. This study assists to identify promising genes 

to clinical practice, as well as contributing to trace a genetic profile of patients HA severely 

affected. 

 
 

Keywords: hemophilia A, inhibitors, polymorphisms, cytokine genes.  
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CAPÍTULO I 

 

HEMOFILIA 

 

A Hemofilia é uma doença hereditária recessiva ligada ao cromossomo X causada 

pela deficiência parcial ou total dos fatores de coagulação VIII (Hemofilia A, #306700) e IX 

(Hemofilia B, #306900). A hemofilia se estende a nível mundial, e estima-se que a 

prevalência de indivíduos com hemofilia A é de aproximadamente um em cada 10.000 

homens e a da hemofilia B, um em 50.000 homens [1, 2]. 

Em 2010, a Federação Mundial de Hemofilia estimou cerca de 400.000 portadores de 

hemofilia no mundo. No mesmo ano, foram registrados aproximadamente 10.065 pacientes 

hemofílicos no Brasil, sendo a hemofilia A a mais comum ao representar 80% dos casos [3].  

 

O FVIII 

 

O FVIII é uma glicoproteína que atua na coagulação sanguínea como cofator para o 

fator IX ativado (FIXa) na ativação do fator X (FX) [4]. O FXa promove a conversão de 

protrombina em trombina, que cliva o fibrinogênio em fibrina para a formação de coágulo 

sanguíneo em local de sangramento (Figura 1). A deficiência ou disfunção do FVIII, não 

permite a formação de coágulo no local de uma lesão. O FVIII é sintetizado no fígado, e 

circula no sangue associado ao Fator de Von Willebrand (FVW) que o estabiliza e protege da 

degradação proteolítica, e promove a sua concentração no sítio da lesão [5, 6]. 

Os níveis plasmáticos normais de FVIII variam de 0,4 Ul/mL a 1,5 Ul/mL e sua 

atividade coagulante (C) é de 100%. As diferentes mutações no gene do FVIII podem levar à 

deficiência ou anormalidade desse fator, representando a gravidade da doença e permitindo 

uma classificação fenotípica em hemofilia grave (nível do FVIII < 0,01 Ul/mL ou C < 1%), 

moderada (nível de FVIII entre 0,01 – 0,05 Ul/mL ou C entre 1% a 5%) e leve (FVIII > 0,05 - 

< 0,40 Ul/mL e C > 5% a < 40%) [7, 8]. 
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Figura 1. Representação esquemática da cascata de coagulação. A deficiência no FVIII impede a 

ativação do FX e consequentemente a formação da fibrina, resultando em comprometimento da 

coagulação do sangue. Adaptado de: Bowen et al., 2002 [9]. 

O GENE DO FVIII E A BIOSSÍNTESE DO FVIII HUMANO 
 

O gene do FVIII (#305423, #305424) está localizado na porção distal do braço 

longo do cromossomo X (Xq28) e possui 186 Kb de DNA genômico. Ele apresenta 26 

éxons que codificam uma proteína de 2.332 aminoácidos (figura 2A e 2B) [10]. 

A maturação e a secreção do fator FVIII envolvem uma grande variedade de 

interações e modificações pós traducionais [11]. A proteína em sua forma nativa 

consiste em domínios A1-A2-B-C1-C2 e porções amino e carboxi-terminais [12]. No 

retículo endoplasmático, o FVIII sofre vários eventos de glicosilação para depois ser 

encaminhado ao complexo de Golgi. Neste, a molécula sofre um processo de sulfatação 

e glicosilação de resíduos específicos, além de clivagens proteolíticas na junção dos 

domínios B-A3 e em sítios adicionais dentro do domínio B [11]. Estas clivagens 

dividem a molécula de fator VIII em duas porções: cadeia pesada, que consiste nos 

domínios A1 (1-336), A2 (373 -719) e B (741-1648); e a cadeia leve, composto pelos 

domínios A3 (1690-2019), C1 (2020 -2172) e C2 (2173-2332). Entre os domínios A1 e 
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A2, região C-teminal de A2 e N-terminal de A3, há uma elevada proporção de resíduos 

de carga negativa, chamada de regiões ácidas a1 (337–372), a2 (720–740) e a3 (1649–

1689), respectivamente (figura 3A)[13].OFVIII secretado é um heterodímero, cujas 

cadeias se mantêm ligadas por meio de interações não covalentes entre os domínios A1 

e A3, juntamente a íons Ca+2 (Figura 2C) [14]. 

 

 
Figura 2. Gene e estrutura da molécula do FVIII. Adaptado de: Castaldo et al., 2007 [15]. 

 

Após a secreção do FVIII, o heterodímero interage com o FVW que atua como 

carreador do FVIII durante sua circulação no plasma. Essa ligação impede a formação 

do complexo ligado à membrana antes da ativação do FVIII e também protege o FVIII 

da inativação pela proteína C ativada, FIXa e FXa [13]. Além disso, essa interação 

aumenta estabilidade do FVIII para uma meia vida que varia entre 12-16 horas e 

favorece a clivagem do FVIII pela trombina [16]. 

O FVIII é ativado pela trombina e pelo FX. Ambas as proteases clivam a 

molécula FVIII nas posições Arg372 e Arg740 da cadeia pesada e Arg1689 da cadeia leve. 

Essas clivagens resultam em dois fragmentos A1-A2 e A3-C1-C2 que permanecem 

associados por meio de interações eletrostáticas entre o domínio A1 e A3 (Figura 3B) 
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[17]. A ativação do FVIII reduz drasticamente a afinidade com o FVW. O FVIII ativado 

(FVIIIa) juntamente com FIXa, fosfolípides de membrana carregados negativamente e 

íons cálcio formam o complexo tenase, que por sua vez, atua enzimaticamente sobre o 

FX convertendo-o em sua forma ativada. O FXa participa da conversão da protrombina 

em trombina juntamente com fator V ativado (FVa) e íons cálcio (complexo 

protrombinase). A trombina é a enzima chave da cascata de coagulação que, em última 

instância, converterá fibrinogênio em fibrina (Figura 1). Uma vez que o FVIII ativado 

tenha desempenhado seu papel na cascata da coagulação, este é rapidamente inativado. 

O mecanismo exato desta inativação, sob condições fisiológicas, ainda é desconhecido. 

Entretanto, a proteína C ativada cliva a cadeia pesada do FVIII nas posições 

Arg336/Met337 e Arg562/Gly563 em uma reação que requer a presença de proteína S e a 

região carboxi-terminal do domínio B do FV [13, 18]. 

 

 

Figura 3. A-Estrutura da molécula do FVIII e sua organização em domínios. B- Ativação da molécula 

FVIII. Adaptado de: Lavigne-Lissalde et al., 2009. 
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TRATAMENTO DA HA  
 

O tratamento da HA está disponível como concentrado de FVIII derivado do 

plasma e de produto recombinante. O FVIII plasmático é produzido a partir do 

fracionamento do plasma e inativação de partículas virais. Apesar da similaridade, este 

produto pode ter diferença na pureza. Concentrados de pureza intermediária contêm 

níveis de FVW, enquanto que produtos de elevada pureza são desprovidos de FVW 

[19]. Além disso, alguns procedimentos de inativação viral podem afetar a estrutura da 

molécula e contribuir para a produção de inibidores contra o FVIII modificado. Os 

concentrados de FVIII recombinante são produzidos por expressão de vetores que 

transportam o gene do FVIII humano em linhagens celulares. Assim como os produtos 

derivados do plasma podem apresentar diferenças, os produtos recombinantes também 

podem exibir diferenças que podem ser desde a linhagem celular utilizada, ao 

comprimento do gene e a formulação do produto [20]. 

 

DESENVOLVIMENTO DE INIBIDORES EM INDIVÍDUOS COM HA 
 

Os anticorpos, também chamados de inibidores, são imunoglobulinas de alta 

afinidade pertencentes em sua maioria da classe G (IgG), subclasses IgG1 e IgG4 [21]. 

Alguns estudos indicam a predominância da subclasse IgG4 [21, 22]. A predominância 

das moléculas IgG4 pode ser resultado de administrações repetidas de FVIII necessárias 

para manter os níveis de FVIII plasmático e uma hemostasia normal [23]. Com isso, os 

anticorpos neutralizam a atividade do FVIII infundido, e consequentemente, reduzem a 

eficácia do tratamento [22]. Estudos têm mostrado que a incidência de inibidores em 

pacientes hemofílicos é de 5 a 7%, e a incidência de inibidores em pacientes com HA 

grave é substancialmente maior, entre 12 e 13% [24].  

O método padrão para a quantificação de inibidores do FVIII no plasma é pelo 

método Nijmegen, uma modificação do ensaio Bethesda [25]. A unidade Bethesda (UB) 

é definida como uma quantidade de anticorpos do plasma que neutraliza 50% da 

atividade do FVIII plasmático [26]. Títulos iguais ou maiores que 0,6 UB são 

considerados inibidores positivos [8]. 
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Os inibidores do FVIII são classificados como sendo de alta ou baixa resposta, 

dependendo da estimulação do sistema imune após várias exposições ao fator. Se a 

reação do sistema imune é rápida e intensa, a quantidade de anticorpos contra o FVIII 

aumenta, atingindo um nível maior ou igual a 5 UB. Este tipo de inibidor é classificado 

como sendo de alta resposta. Já quando o sistema imune produz uma reposta mais 

demorada e fraca, o título de anticorpo permanece baixo, geralmente inferior a 5 UB. 

Este tipo de inibidor é classificado como sendo de baixa resposta [27]. 

O tratamento de pacientes que desenvolvem inibidores é um desafio e baseia-se 

no uso de agentes que geram trombina, independente da ação do FVIII ou FIX, e são 

chamados de agente bypassing. Os agentes bypassing mais utilizados são o complexo de 

concentrado de protrombina ativado (CCPA) e o fator VII recombinante ativado 

(rFVIIa). Apesar de sua eficácia no controle de maior parte dos episódios de 

sangramento, o tratamento com estes agentes apresentam várias limitações em 

comparação ao tratamento de indivíduos hemofílicos sem inibidor. Quando o tratamento 

é frequente, pode causar excesso de sangramento ou trombose. O fato de estes produtos 

conterem quantidades mesmo que pequenas de FVIII e maiores de FX pode estimular a 

produção de novos anticorpos contra o FVIII infundido. Devido ao tempo de meia vida 

curto dos agentes, a profilaxia regular não é possível, além de terem um custo elevado 

[27].  

 

ATIVAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE AO FVIII 
 

Os pacientes que entram em contato pela primeira vez com o FVIII infundido, 

podem iniciar uma resposta contra ele envolvendo células do sistema imune. O baço é 

um órgão que desempenha um papel importante na estimulação inicial da resposta 

imune humoral, pois é o local de passagem de antígenos provenientes do sangue. A 

polpa branca do baço é rica em células dendríticas (DC), macrófagos e células B da 

zona marginal. A localização dessas células facilita o acesso imediato aos antígenos 

circulantes no sangue [28]. O FVIII infundido também pode ser capturado no local do 

sangramento e ser transportado aos órgãos linfóides secundários (baço, linfonodos) para 

a apresentação às células TCD4+naïves. O sangramento e o processo de coagulação 

ativam a síntese de citocinas proinflamatórias e quimiocinas [29]. Neste local, células da 
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imunidade inata e células apresentadoras de antígenos (CAAs) são atraídas e emitem 

sinais de ativação para endocitose do FVIII. O FVIII é endocitado em vesículas onde é 

clivado proteoliticamente em peptídeos. Moléculas do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (CPH) de classe II são formadas no retículo endoplasmático e são 

deslocados à vesícula onde estão os peptídeos [30]. Cada molécula MHC permite a 

ligação de um único peptídeo. Após esta ligação, o complexo peptídeo-MHC é 

transportado até superfície da CAA, onde ocorre a interação com o receptor de células T 

(TCR) do linfócito TCD4+ específico. A apresentação do antígeno requer uma segunda 

interação, que ocorre entre a molécula CD80/86 da CAA e a molécula CD28 da célula 

T[30, 31]. Na presença de ambos os sinais, ocorre ativação do linfócito T, que pode ser 

tanto uma ativação da célula T helper 1 (Th1), responsável pela secreção de citocinas 

importantes na imunidade celular como interferon-gama (IFN-γ), fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-α) e interleucina-2 (IL-2), assim como a ativação da célula T helper 

2 (Th2) que secreta interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6), 

interleucina-10 (IL-10), entre outras, importantes na imunidade humoral; e, também 

ocorre aumento da expressão dos CD2, CD30, CD40L e CD28 na superfície da célula T 

CD4+ [28, 32, 33]. Essas citocinas quando secretadas pelas células Th1 ou Th2 

estimulam a diferenciação dos linfócitos B em células plasmáticas produtoras de 

anticorpos, os quais trocam o isótopo da imunoglobulina e produzem os anticorpos 

específicos contra o FVIII no plasma (Figura 4) [32, 34]. 

 

Figura 4. Produção de anticorpos específicos contra o FVIII. O FVIII, por ser um antígeno exógeno, é 

endocitado pelas CAAs, processado e apresentado aos linfócitos TCD4+ via MHC de classe II. O 

reconhecimento do peptídeo pelas células T requer a interação do receptor específico das células T 

(TCR), e de sinais co-estimulatórios, tais como: CD40 e CD40 ligante (CD40L), CD80/86 e CD28 ou 
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CTLA4. Em resposta ao antígeno, os linfócitos T ativados liberam citocinas, e expressam moléculas de 

superfície (CD30, CD28, CD40L) que interagem com as proteínas de superfície correspondentes (CD30 

ligante, CD80/86, CD40) dos linfócitos B. Isso faz com que haja ativação e diferenciação dos linfócitos B 

em plasmócitos produtores de anticorpos anti-FVIII e em células B de memória. Fonte: Adaptado de: 

Oldenburg et al., 2006 [35]. 

 

Os domínios A2, A3 e C2 são as regiões as quais os anticorpos anti-FVIII 

podem reagir e influenciar o funcionamento adequado da cascata de coagulação [36, 

37]. Estudos tem mostrado que em pacientes que apresentam mutações missense nos 

domínios A2 e C2, o risco de inibidor é quatro vezes maior do que em pacientes com 

mutações fora desta região [32]. Os anticorpos anti-A2 e em alguns casos de anti-C2, 

por exemplo, podem interagir com os domínios A2 e C2, respectivamente, e neutralizar 

a atividade pró-coagulante do FVIII [37]. O domínio C2, no entanto, é afetado por 

anticorpos anti-C2 os quais impedem que o FVIII se ligue aos fosfolipídeos e ao FVW 

[38]. E os anticorpos anti-A3 têm como alvo o domínio A3 que impede a interação do 

FIX ao FVIII ativado [39]. 

Quando há a presença do FVIII endógeno, o FVIII é tolerado 

imunologicamente, ou seja, a resposta imune não é estimulada. Isso é atribuído a um 

tipo de tolerância imune central, que ocorre durante o desenvolvimento, quando células 

epiteliais tímicas apresentam os antígenos e uma seleção negativa exclui as células T de 

alta-afinidade, prevenindo a existência dessas células no sistema imune periférico. Por 

outro lado, pacientes hemofílicos A terão células T de alta afinidade específica ao FVIII 

no sistema periférico e quando esses pacientes receberem infusões de FVIII, o sistema 

imune reconhecerá como um antígeno estranho e isso desencadeará o evento adverso. 

No entanto, isso não explica porque a maioria dos hemofílicos A não desenvolvem 

inibidores [40]. 

 

BASES MOLECULARES PARA A FORMAÇÃO DE INIBIDORES 
 

A razão pela qual ocorre o desenvolvimento de inibidores em apenas alguns 

dos pacientes hemofílicos tem sido discutida. Vários fatores podem ter o potencial de 

influenciar este processo, como os fatores genéticos e os fatores ambientais [41]. Os 
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ambientais incluem aqueles não relacionados ao tratamento, como frequência, local e 

intensidade do sangramento, e eventos intercorrentes incluindo cirurgia e trauma; e 

fatores relacionados ao tratamento [42]. Os fatores genéticos incluem o genótipo, raça, 

história familiar, e a presença de genes de resposta imune [43, 44]. 

 

FATORES NÃO GENÉTICOS QUE PODEM INFLUENCIAR O 

DESENVOLVIMENTO DE INIBIDORES 

 

Na presença de condições de risco, como sangramentos graves, trauma, ou 

cirurgia com intenso dano tecidual, as proteínas exógenas (altas doses e/ou tratamento 

prolongado) são intensamente apresentadas aos linfócitos T e B em presença de sinais 

regulatórios. Por outro lado, quando em caso de profilaxia, onde não há condições de 

risco, ocorre exposição regular de doses menores de antígenos, a qual pode haver 

indução de tolerância a proteínas estranhas [45].  

Alguns estudos revelaram que em cirurgia ou exposição prolongada (5 dias ou 

mais) ao FVIII no primeiro tratamento, e altas doses de FVIII (≥50 lU/Kg) durante os 

primeiros 50 dias de exposição ao FVIII exógeno, há aumento de 2 a 3 vezes no risco de 

desenvolver o inibidor. Além disso, há aumento do risco em pacientes que 

apresentavam menor idade ao receber as primeiras exposições [45, 46].   

Quanto ao tratamento, estudos investigaram o risco de desenvolver inibidor 

frente ao produto derivado do plasma (pFVIII) e ao recombinante (rFVIII) [47-49]. Um 

estudo de multicentros na França acompanhou 148 pacientes previamente não tratados 

com HA grave. Destes, 62 foram tratados com pFVIII e 86 com rFVIII. Os pacientes 

tratados com pFVIII tinham acompanhamento mais longo e receberam maior 

quantidade de infusões do que os tratados com rFVIII. Durante o período de 

observação, 34 (23%) de 148 indivíduos desenvolveram inibidor: 7 (11%) de 62 

tratados com pFVIII e 27 (30%) de 86 com rFVIII. Altos títulos de inibidores foram 

observados em 16 pacientes, 3 tratados com pFVIII e 13 com rFIII [47]. Outro estudo 

na Inglaterra não verificou diferença significativa entre os diferentes tratamentos para o 

risco de desenvolver inibidor [50]. Alguns autores afirmam que o rFVIII deve ser o 

tratamento de escolha devido ao baixo risco de transmissão de patógeno e que 

futuramente será mais favorável do ponto de vista econômico [51]. Ainda há muita 

contradição em relação ao risco e ao tratamento; por isso, os autores ressaltam a 
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necessidade de estudos randomizados a fim de uniformizar os dados do inibidor com a 

fonte de FVIII [49]. 

 

FATORES GENÉTICOS QUE PODEM INFLUENCIAR O 

DESENVOLVIMENTO DE INIBIDORES 

 

HISTÓRICO FAMILIAR DE INIBIDORES EM PACIENTES COM H A 

 

 A etnia e o histórico familiar foram associados à predisposição ao 

desenvolvimento de inibidores. Pacientes com história familiar de presença de 

inibidores têm risco de 5,8 a 6,3 vezes maior de desenvolver inibidores, do que 

pacientes hemofílicos sem história familiar [52]. Um estudo revelou que americanos 

com descendência africana apresentavam um risco maior de desenvolvimento de 

inibidores [52]. Essa associação e a relação histórica de inibidor na família também 

foram observadas em um estudo do grupo The Malmö International Brother Study 

(MIBS). Os resultados mostraram que a incidência de inibidores encontrava-se elevada 

no subgrupo de pessoas com descendência africana, quando comparado ao grupo 

caucasóide (55,6% vs.27,4%). Foi observado também, que o risco para a formação de 

inibidor aumentava significantemente em pacientes com história familiar de inibidores; 

o risco absoluto para o desenvolvimento de inibidores em famílias com história prévia 

era de 48% (95%, IC=35-62%), enquanto que o risco em famílias com nenhum histórico 

familiar de inibidor era de 15% (95%, IC=11-21%) [53]. 

Em outro estudo do mesmo grupo avaliaram a possibilidade de mutações 

genéticas influenciarem a formação de inibidores em indivíduos da mesma família. 

Foram analisadas 113 famílias, sendo dois ou mais irmãos com hemofilia grave, a 

maioria caucasóide. Em 59 famílias, todos os irmãos desenvolveram inibidores e 25 

(42,4%) destas, havia história familiar de desenvolvimento do inibidor. Verificou-se 

também, que o tipo de mutação no gene do FVIII mais frequente entre as famílias foi a 

inversão no íntron 22. Os inibidores foram descritos em 45 das 74 famílias (60,8%) com 

este tipo de mutação; e entre as 45, 18 (40%) de todos os irmãos desenvolveram o 

inibidor [32]. 

Desta forma, fica evidente a existência de predisposição genética ao 

desenvolvimento do inibidor [53]. Os fatores não genéticos parecem influenciar a 
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resposta imune e, consequentemente, alterar o risco de desenvolver inibidores em cada 

família. No entanto, pode haver alterações na resposta imune, baseadas tanto em 

marcadores genéticos como não genéticos [32]. 

 

MUTAÇÕES NO GENE DO FVIII 

 

O fator genético melhor estabelecido entre os pesquisadores, quanto ao risco de 

aloimunização, é o tipo de mutação no gene do FVIII [54, 55]. Esta variável contribui 

para a diferença estrutural entre uma proteína FVIII endógena normal e proteína 

exógena proveniente da terapia de reposição. A proteína exógena neste caso é 

imunogênica, ou seja, reconhecida como estranha ao organismo e ativa o sistema imune 

específico [32]. 

O gene do FVIII contém polimorfismos de relevância clínica, no contexto das 

doenças hereditárias, que podem ser utilizados para investigar um gene afetado em uma 

dada família. Estes estudos de ligação têm permitido a análise do estado do portador e o 

diagnóstico pré-natal da hemofilia [56]. Mutações de ponto, deleções, inserções, 

inversões e rearranjos são comuns no gene do FVIII [9, 57, 58]. 

As deleções são o segundo defeito mais comum no gene do FVIII e afeta, 

aproximadamente, 5 a 10% dos pacientes. Inserções, rearranjos/inversões são menos 

frequentes na população hemofílica, com exceção da inversão no íntron 22 e íntron 1 

que são predominantes entre pacientes HA graves [9,59]. Ambas as inversões são 

mediadas por recombinações intracromossômicas entre sequências do íntron 22 e cópias 

extragênicas altamente homólogas; similarmente, sequências do íntron1 

(intracromossômicas) e cópias extragênicas sofrem recombinação [35]. 

No estudo de coorte realizado por Gouw e colaboradores, 318 pacientes com 

HA graves foram analisados. A incidência de inibidores foi de 18% (35/200) em genes 

com mutações de alto risco (67% grandes deleções, 30% mutações nonsense, 15% 

inversões no íntron1 ou 22), e 7% (8/118) em genes com mutações de baixo risco (7% 

pequenas deleções, 6% mutações missense, 8% mutações splice site). Além disso, entre 

os pacientes que apresentaram mutações de ponto, o risco de desenvolver inibidor foi 

maior nos que tiveram a mutação nos domínios A3 (13%) e C2 (17%) [58]. 

Em outro estudo realizado com 1104 pacientes com HA, erros de splicing 

apresentaram maiores frequências em pacientes com HA graves que desenvolveram 
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inibidor. Outras mutações como inversões do íntron1 e íntron 22, mutações nonsense e 

grandes deleções também foram frequentes. Mutações missense e pequenas deleções ou 

inserções estavam menos frequentes. Assim como o estudo anterior, mutações na cadeia 

leve foram associadas a um maior risco de desenvolver o inibidor em comparação às 

mutações na cadeia pesada (27% vs. 14%) [60]. 

No Brasil, inversões no gene do FVIII foram encontradas em 13 de 21 

pacientes com HA grave (62%) [61]. A recombinação no íntron 22 do gene do FVIII 

com a cópia distal do F8A foi detectada em 8 casos e com a cópia proximal em 4 casos. 

Dois dos pacientes com HA grave apresentavam altos títulos de inibidores e o rearranjo 

com a cópia distal do gene F8A, inferindo que o risco de desenvolvimento de inibidores 

em pacientes pode estar relacionado com este tipo de rearranjo. 

Um estudo de meta-análise observou que o risco de desenvolver inibidor em 

pacientes com grandes deleções e mutações nonsense é maior do que em pacientes com 

inversão no intron 22 (OR: 3,6 e OR: 1,4; respectivamente). O risco de desenvolver 

inibidor em pacientes com inversão no intron1 e mutações splice-site foi praticamente o 

mesmo (OR: 0,9 e OR: 1,0; respectivamente), e o risco de pacientes com pequenas 

deleções e inserções, além de mutações missense foi menor (OR: 0,5 e 0,3; 

respectivamente) [57]. Sendo assim, o grupo com maior risco de produzir anticorpos 

anti-FVIII foi o que possuía maiores alterações no gene [32, 43].  

 

GENES DE CITOCINAS 

 

As citocinas são um grupo de glicoproteínas ou proteínas moduladoras que se 

ligam ao seu respectivo receptor nas células, e são produzidas em resposta a uma 

variedade de estímulos [62], como, por exemplo, a agentes infecciosos, tumores, 

estresse, etc [63]. Essa interação resulta na ativação de um segundo mensageiro e vias 

de transdução de sinal dentro da célula. O processo de secreção de citocinas é altamente 

regulado, de modo que, a quantidade de citocinas secretada retorna aos níveis basais 

após a remoção do estímulo. Os níveis de citocinas variam de acordo com determinantes 

genéticos e ambientais que influenciam cada indivíduo [62].  

A variação genética que resulta em alteração na estrutura e expressão das 

citocinas pode ter consequências patológicas, como por exemplo, conduzir o indivíduo a 
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doenças crônicas, promover um aumento no risco de infecções, alterar o curso de uma 

doença aguda ou cirurgia [62]. Além disso, as citocinas podem atuar como fatores de 

crescimento de linfócitos primários, como moléculas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias, e podem desempenhar papel fundamental no deslocamento de linfócitos. 

Nos últimos 25 anos, as citocinas têm sido de grande importância para a terapia, 

diagnóstico e prognóstico e de várias doenças humanas [64]. 

 

GENE TNF 
 

O gene TNF (#191160) está localizado na região de classe III do cromossomo 6, 

entre as regiões de HLA de classe I e II [69]. Vários polimorfismos no gene TNF foram 

descritos, alguns dos quais também tem relação com doenças inflamatórias e mediadas 

por anticorpos [70]. Os mecanismos pelos quais estes polimorfismos podem influenciar 

no risco de desenvolver o inibidor incluem uma maior indução dos níveis de transcrição 

e aumento dos níveis de TNF-α que estimulam a formação de anticorpos [71]. 

Alguns estudos demonstraram associações de polimorfismos deste gene com a 

formação de inibidores em pacientes com HA [66, 72]. Polimorfismos na região -308 do 

gene são os que mais são investigados em estudos de associação. Em 2006, Astermark e 

colaboradores avaliaram 164 pacientes hemofílicos A, e evidenciaram associação do 

genótipo -308A/A com a formação de inibidores. O alelo -308A foi identificado em 46 

(59,7%) dos 77 pacientes com inibidores e em 40 (46,0%) dos 87 pacientes sem 

inibidores, porém não houve significância estatística (P = 0,087; OR = 1,7). Em 

contrapartida, houve associação entre o genótipo -308A/A e a formação de inibidores, 

evidente no subgrupo de pacientes (n=124) com HA grave (P< 0,001; OR = 19,2) [66]. 

Outro estudo que avaliou o mesmo SNP identificou que indivíduos homozigotos para o 

alelo A apresentam maiores riscos de desenvolver inibidores quando comparados aos 

heterozigotos (OR: 7,519; 95% CI: 3,168 - 17,844). Essa constatação também foi 

evidente quando analisados os pacientes hemofílicos A graves (OR: 8,163; 95% CI: 

2,521 - 26,434) [72]. 
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Em outro estudo com pacientes da Alemanha, também foi confirmada uma 

frequência mais alta do polimorfismo -308G>A (0,22 vs .0,13; OR 1,80) no gene TNF. 

O genótipo homozigoto A/A (OR 4,7) esteve mais pronunciado em pacientes 

hemofílicos graves com inibidores do FVIII [67]. 

Um estudo desenvolvido na Índia com a participação de 120 hemofílicos A 

graves verificou que o polimorfismo rs1799724 C/T (-857C/T) heterozigoto, 

previamente não identificado em outras populações, esteve estatisticamente mais 

frequente no grupo de pacientes positivos para o inibidor (P = 0,021, OR: 3,190, 95% 

CI: 1,273-7,990) [73]. 

 

GENE IL10 
 

O gene IL10 (#124092) está localizado no cromossomo 1 e também possui 

regiões altamente polimórficas. Possui 5 SNPs e regiões de microssatélites que resultam 

em vários haplótipos conservados e que definem os fenótipos em alto, intermediário e 

baixo produtores de IL-10 [74]. O alelo -1082G, por exemplo, é associado à alta 

produção de IL-10 e o alelo -1082A com baixa produção desta citocina. O haplótipo 

GCC é relacionado à alta síntese de IL-10, o haplótipo ACC a uma produção 

intermediária; e o ATA, a uma baixa produção [75]. O alelo 134 é associado a uma alta 

produção de IL-10, e pacientes com este alelo apresentam um fenótipo alto-produtor 

visto que mediante estímulo antigênico com o fator deficiente, ocorre uma expansão dos 

clones de células B específicas e a produção de anticorpos [41]. 

Uma associação positiva em relação ao alelo IL10134*G foi observada em um 

estudo com pacientes hemofílicos da Alemanha. O alelo IL10134*G foi identificado em 

44 (26,8%) de 164 pacientes. Trinta e dois (72,7%), desses 44 pacientes, desenvolveram 

anticorpos anti-FVIII, comparados com 45 (37,5%) dos 120 pacientes sem o alelo. 

Dentre os 77 pacientes com história de inibidores na família, 32 (41,6%) também eram 

positivos para este alelo comparados com 12 (13,8%) dos 87 pacientes sem inibidores 

na família (P: 0,001; OR: 4,4). Uma associação também significativa com a produção 
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de inibidores foi identificada para o alelo IL10134*G, observada no subgrupo de 

pacientes com hemofilia A grave (P: 0,001; OR: 5,4) [67]. 

Em relação aos polimorfismos em regiões promotoras do gene IL10, o haplótipo 

GCC/ATA foi encontrado na maioria dos pacientes hemofílicos A da Índia e positivos 

para o inibidor (P: 0,011; OR: 3,492; 95% CI: 1,402-8,696). Enquanto que o haplótipo 

ATA/ATA esteve presente na maioria dos pacientes hemofílicos A negativos para 

inibidores (P: 0,025; OR: 0,278; 95% CI: 0,096-0,802). Ainda neste estudo, a presença 

do haplótipo GCC esteve significativamente associada aos pacientes que desenvolveram 

inibidor (P: 0,002; OR: 3,452; 95%; CI: 1,607-7,416) [73]. 

No Brasil, 60 pacientes hemofílicos A foram estudados, sendo que 30 destes 

desenvolveram inibidores. Em discordância com o estudo anterior, o haplótipo 

GCC/ATA, correspondente ao perfil de produtor intermediário da citocina IL-10, esteve 

associado com o grupo de pacientes que não desenvolveram inibidores (P: 0,043; OR: 

3,55; 95% CI: 1,01-12,57). Já o haplótipo GCC/ACC, também associado à produção 

intermediária de IL-10, mostrou associação significativa com o grupo de pacientes 

positivos para o inibidor (P: 0,0267; OR: 5,82; 95% CI: 1,11-30,56) [76]. 

Outro estudo brasileiro demonstrou que os SNPs IL10 -819 C>T e IL10 -592 

C>A (P: 0,024 e P: 0,016, respectivamente) estavam associados à susceptibilidade em 

desenvolver o inibidor. As frequências alélicas de -819 T (0,40 vs. 0,26; P: 0,028) e -

592 A (0,40 vs. 0,25; P: 0,019) estavam aumentadas em pacientes com inibidores 

comparados aos sem inibidores. Os pacientes que apresentam estes alelos (OR: 3,21; 

CI: 1,45-7,1 e OR: 3; CI: 1,36-6,49, respectivamente) e o haplótipo TA (OR; 2,61; CI: 

1,22-5,59) têm maior risco de desenvolver inibidores [77]. Resultados similares foram 

encontrados por Lu e colaboradores em pacientes da China [78]. 

 

OUTROS SNPs 
 

O antígeno 4 associado ao linfócito T citotóxico ou cytotoxic T-lymphocyte 

antigen 4 (CTLA-4) (#123890) é um receptor de células T ativadas que regulam a 

atividade dessas células [77]. Uma associação negativa foi encontrada entre o SNP de 
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CTLA-4 C>T -318 e o desenvolvimento de inibidores (OR: 0,3; 95% IC: 0,1-0,8; P: 

0,012) em um estudo realizado entre irmãos com HA grave (total de 124 indivíduos, 

sendo que 63 desenvolveram inibidores). Dez pessoas de um total de 32 que 

apresentavam o alelo T desenvolveram inibidores, enquanto que 53 pessoas com 

inibidores não possuíam o alelo. Isso indica que a presença do alelo T na posição -318 

pode regular a atividade do CTLA-4 de modo que o sinal co-estimulatório fornecido 

pela interação CD28-B7 seja interrompido e interfira na ativação da resposta imune 

contra o FVIII infundido [79].  

A IL-1 (#147720) é uma citocina pró-inflamatória que atua na maioria das 

células imunomodulatórias. A IL-4 (#147780) é essencial para a formação de células Th 

e produção de Ig [41]. Polimorfismos nos genes IL1B (rs1143634) e IL4 (rs2243250) 

não mostraram associação ao desenvolvimento de inibidores em vários estudos, 

inclusive no Brasil [41, 65, 73, 76].  

 

JUSTIFICATIVA 
 

A HA é uma doença hemorrágica resultante da deficiência do FVIII da 

coagulação. A terapia da HA é dificultada pelo desenvolvimento de inibidores do FVIII 

em alguns indivíduos. Os inibidores são anticorpos que neutralizam a atividade do 

FVIII infundido, resultando em alteração nos mecanismos de coagulação e na 

hemostasia.  

A identificação de fatores genéticos envolvidos na produção de inibidores por 

pacientes hemofílicos poderá auxiliar na instituição de novas estratégias terapêuticas 

que visam à prevenção do efeito inibitório do FVIII, fazendo com que estes pacientes 

tenham maior expectativa de vida. 

Este estudo poderá contribuir para um maior entendimento dos mecanismos 

envolvidos na susceptibilidade de algumas pessoas em produzir os aloanticorpos 

ligantes e neutralizantes do FVIII.  
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OBJETIVOS 
 

GERAL 

Identificar os polimorfismos de regiões regulatórias de genes de citocinas e 

verificar se estão associados ao risco de desenvolvimento de inibidores do FVIII em 

indivíduos com HA no Estado do Paraná. 

 

ESPECÍFICOS 

• Identificar polimorfismos em genes das citocinas IL-1α, IL-1β, 

IL-1R, IL-1RA, IL-4Rα, IL-12, INF-γ, TGF-β1, TNF-α, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 

de pacientes portadores de HA do Estado do Paraná. 

• Estimar as frequências alélicas, genotípicas e haplotípicas para 

estes genes polimórficos nesta população. 

• Avaliar a associação destes polimorfismos de genes de resposta 

imune com a produção de anticorpos anti-FVIII em pacientes com HA. 
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Abstract 

The development of factor VIII (FVIII) inhibitor is the main complication of 

replacement therapy in patients with haemophilia A (HA). A ratio of 25% of individuals 

HA develops antibodies (inhibitors) against the FVIII infused during the treatment, 

thereby reducing their pro-coagulant activity. The immunomodulatory cytokine genes 

have been related to the risk of development of alloantibodies in several studies. We 

investigated the polymorphisms in regulatory regions of cytokine genes (IL1A, IL1B, 

IL1R, IL1RA, IL4RA, IL12, INFG, TGFB1, TNF, IL2, IL4, IL6, and IL10) that could 
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influence the risk of developing inhibitors in patients HA. We studied 165 patients with 

HA, where 39 developed inhibitors. The results showed that polymorphisms in INFG 

are related with increased risk of developing inhibitor. In contrast, the polymorphisms 

in IL4RA provide protection to patients, and the genotypes of TGFB1 genes varied 

between susceptibility and risk. This work wants to contribute to a genetic profile of the 

individual HA for the risk of inhibitors development to FVIII.  

Keywords: haemophilia A, factor VIII, immune response genes, cytokine, inhibitor, 

polymorphisms. 

 

INTRODUCTION 

 

Neutralizing antibodies (inhibitors) to FVIII is the major complication that may 

occurs during the replacement therapy of patients HA [1]. The alloantibodies affect the 

haemostatic effect of FVIII and can occur in approximately 25% of patients with HA. 

The risk of inhibitors development is substantially major in severe HA [2].  

The development of inhibitor is a T-helper cell dependent event and involves 

several immune mechanisms, including antigen presentation by antigen presenting cells, 

B cells differentiation and a cytokine microenvironment [3, 4]. Recently, we reported 

that the variants  HLA-C*16 and HLA-DRB1*14 are associated with the risk of 

inhibitors [5]. Polymorphisms in cytokine genes have contributed to determinate the 

inhibitor risks in HA patients, mainly IL10 and TNF gene polymorphisms [6-8]. Thus, 

the objective of this study was to investigate a possible association of polymorphisms in 
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regulatory regions of cytokine genes and the risk of inhibitor development of FVIII in 

patients with haemophilia A. 

 

Materials and Methods 

 

Patients 

 

Some patients with HA registered in Hemovidaweb-coagulopathies in the State 

of Paraná, Brazil, between 2007 and 2009, were selected to participated in this study. A 

total of 165 patients were studied after approbation by the Ethics in Research Involving 

Human Subjects of the State University of Maringá, and by Ethics Committee of the 

Health Department of the State of Paraná. 

The inhibitor titles greater than 5 BU/mL were considered high response 

inhibitors, while the titles that never had greater than 5 BU/mL were characterized 

inhibitors of low response. The HA was classified as severe when the FVIII level was 

lower than 1%, moderate level of FVIII was considered between 1% and 5%, and mild 

between 5% and 40%.  

 

Methodology 

Blood samples were collected from HA patients and preserved in tubes 

containing EDTA in freezer at -20º C and maintained until the time of extraction of 
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DNA. The DNA was extracted from these samples by salting out method modified [9]. 

The DNA concentration used was 60 ng/µL. The genotyping of cytokine genes was 

performed by polymerase chain reaction with sequence-specific primers (PCR-SSP) 

using the protocol recommended by the manufacturer (Invitrogen kit Cytokines®, 

USA). The cytokine genes studied were IL1A-889C>T (rs1800587); IL1B -511C>T 

(rs16944), +3962C>T (rs1143634); IL1R pst11970C>T (rs147810); IL1RA 

mspa11100T>C (rs4251961); IL4RA +1902G>A (rs147781); IL12 -1188A>C 

(rs161560); INFG utr5644A>T (rs147570); TGFB1 +869T>C (rs1982037), +915G>C 

(rs1800471); TNFA -308G>A (rs1800629), -238G>A (rs361525); IL2 -330T>G 

(rs2069762), +166G>T (rs147680); IL4 -1098T>G, -590C>T (rs2243250), -33C>T; IL6 

-174G>C (rs1800795), nt565G>A (rs1800797); and IL10 -1082A>G (rs1800896), -

819C>T (rs1800871), -592C>A (rs1800872). The amplified product was subjected to 

agarose gel electrophoresis in 3% with sybr green, at 90V and 13 minutes. The agarose 

gel was then visualised through UV trans-illuminator and the results was interpreted 

with worksheet available in the kit. 

 

Statistical analysis 

 

The allele, genotype and haplotype frequencies were calculated by direct 

counting and compared using the Fisher exact test on a 2x2 contingency table. The p-

value (P) was considered statistically significant when less than 0.05. The observed risk 

(OR) and confidence interval (95%) were also calculated 

(http://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php) when P<0.05.  
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Results 

 

Patients 

 

From a total of 165 patients, 39 (23.6%) developed inhibitor. Of these, 

27(69.2%) had the high-responding inhibitor and 12 (30.8%) had the low-responding 

inhibitor. The patients with inhibitor had a mean of 20 years old (from 2 to 69 years old) 

and the patients without inhibitors had a mean of 26 years (1 to 70). All the patients 

with inhibitor present severe form of the disease. In addition, the majority of patients 

without inhibitor had severe haemophilia (82/126).  

In general, the ethnic group of patients analyzed was considered mixed, because 

it was composed of whites, afro-descendents, and indigenous. There was predominance 

of whites in population studied, representing approximately 85% of patients with 

inhibitor and 88% of patients in group without inhibitor. However, the prevalence of 

inhibitors is higher in the group of afro-descendents and indigenous: among afro-

descendents and indigenous, 5/18 (27.8%) and 1/3 (33.3%) respectively, had the 

inhibitor, compared to 33/144 (22.9%) of whites.  

 

IL4RA, INFG, TGFB1 genes: novel associations 

 

Comparison of allele frequencies of cytokine genes between the two groups 

showed statistically significant differences in the IL4RA and INFG, positively 

associated with FVIII inhibitors development. The A allele of IL4RA was more frequent 

in patients without inhibitor compared to patients with inhibitor (79.2% vs. 67.9%, 

p=0.047, OR=0.55, CI=0.31-0.97). We also observed increased frequency of the T 
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allele of INFG in patients with inhibitor (P=0.003, OR=2.20, CI=1.31-3.72). The allelic 

frequencies in cytokine genes that which were associated with the risk of inhibitor are 

summarized in Table 1. 

When genotype frequencies were compared, there was association with INFG 

and TGFB1 genotypes (Table 2). The patients who present the T allele in homozygosis 

in INFG gene had an increased risk of inhibitor (P=0.016, OR=3.22, CI=1.27-8.18). 

The data also showed that 43.59% and 25.40% of patients with and without inhibitors, 

respectively, were TT homozygous at TGFB1 +869T>C.  

In addition, we evaluated haplotypes and diplotypes that could influence the 

development of the inhibitor. There were increased frequency of the haplotype TGFB1 

(+869, +915) CG in patients without inhibitor (P=0.045, OR=0.560, CI=0.32-0.97) 

compared with the patients with inhibitor (Table 3). 

 

Other genes 

 

The other genes analyzed (IL1A, IL1B, IL1R, IL1RA, IL12, TNF, IL2, IL4, IL6, 

IL10) showed no statistically differences between the groups (data not shown). 

However, a trend for higher frequency of the AA genotype of the TNF -308G>A 

polymorphism in patients with inhibitors (P=0.086). 

 

Discussion 

 

The single nucleotide substitutions (SNPs) in the regulatory regions of cytokine 

genes may affect cytokine transcription and influence the production of cytokine in the 

people. Thus, any difference in the frequencies of cytokine genes between two 
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populations may have  clinical importance [10]. Therefore, this study compared the 

frequencies of several polymorphisms in wide range of cytokine genes in order to 

discover a sharper genetic profile of HA patients about the risk of FVIII inhibitor 

development. 

IL4R is a heterodimer that comprising the IL4Rα and γc chains. The IL4RA 

codifies a common α chain to receptors of IL-4 and IL-13. Thus, the alpha-chain binds 

in these interleukins and mediates their effects on cells [11, 12]. The polymorphisms in 

IL4RA and IL4 are well characterized in respiratory diseases such as atopy and asthma 

[13, 14]. This happens because the binding of IL-4 to its receptor induces the expression 

of the low-affinity IgE receptor (CD23) on B cells and others cells, important in the 

induction of Th2 response [15]. Hershey et al. evaluated the capacity of IL4RA alleles to 

mediate the induction by IL-4 of the expression of CD23 in peripheral-blood 

mononuclear cells. They found that the IL-4 induced higher levels of CD23 expression 

in GA heterozygotes than from AA wild type homozygotes [13]. Furthermore, it is 

known that cytokines secreted by Th2 cells mediate class-switching to IgG4 subclass, 

the main antibody secreted by the HA patients [16, 17]. If the polymorphism in the 

IL4RA receptors difficult the interaction with their ligands, the antibody secretion 

activated by Th2 cells becomes compromised. This could explain partly our findings 

that the A allele of IL4RA gene were increased in patients without inhibitors. However, 

the relationship between the IL4RA SNPs and the development of inhibitors in the HA 

are not reported in literature. And so far, the unique study that had analyzed these 

polymorphisms found no association [18].  

The +874 A>T is the SNP found in the INFG gene that has received attention in 

disease-association studies [19, 20]. The statistical analysis revealed a significant 

association of the T allele and T/T genotype at position +874 of INFG with the FVIII 
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inhibitor formation. Both the T allele and the TT genotype were increased in patients 

with HA inhibitors (p=0.003 and p=0.016, respectively), and the risk was relatively 

higher when the T was in homozygosis (OR=2.21 and 3.22, respectively). It was 

reported that the +874T/A SNP of INFG directly affects the level of IFN-gamma (INF-

γ) in the body and relates the presence of the A+874 allele and the low production of 

IFN-γ [21]. The INF-γ is an immunomodulatory cytokine that skews the immune 

response toward a Th1 phenotype. It is also able to increase the induction of class II 

MHC expression in cells TCD8+, up-regulation of processing and antigen presentation, 

up-regulation the co stimulatory molecules of antigen-presenting cells, and directly 

promoting B cell isotype switching [22, 23]. Our data suggest that T/T genotype and 

allele T correspond to a predisposition in developing the inhibitor, because this profile 

provides a high production of pro-inflammatory cytokine IFN-γ by the patients, which 

stimulating a response against FVIII. The same SNPs of INFG was studied by other 

group and no association SNP/inhibitor was found [24]. 

Analysis of genetic polymorphisms of TGFB1 occurred at positions +869 T>C 

and +915 G>C on codons 10 and 25, respectively. The T allele at codon 10 of TGFB1 

was associated with high production of TGF-β1, and the C allele associated with low 

production, as well as the C allele at codon 25, and high production when the allele G is 

present [20]. We observed an increase in TT genotype frequency at codon 10 of TGFB1 

in patients who developed HA inhibitor. Furthermore, the CG haplotype protected the 

individual from the risk of inhibitor production.  Thus the results suggest that patients 

who did not develop inhibitors have a protector genotype, which leads to less 

production of the immunoregulatory cytokine TGF-β1, and patients who have 

developed inhibitory presented genotype featuring production of greater levels of TGF-

β1. A recent study evaluated the same polymorphisms in TGFB1 and no significant 
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result was obtained [24]. Nevertheless, the same group found relationship between 

“non-GCC” haplotypes of IL10 gene (minor synthesis of IL-10, anti-inflammatory 

cytokine) and the inhibitor formation.  In our study, the analysis based on the groups 

that defined as ‘GCC’ and ‘non-GCC’, but we have not obtain a significant result, even 

as in another Brazilian study [25].  

Regarding the TNF gene, we found no significant results, which agree with the 

findings in the other Brazilian cohorts [18, 25]. However, although no statistical 

significant, there was an increase in the frequency of -308AA genotype in patients with 

inhibitors. These high frequencies were also observed in the Malmö International 

Brother Study (MIBS) and in Germany [6, 26]. The studies indicate that G>A at 

position -308 of TNF is associated with higher TNF-α production [27, 28]. The TNF-α 

is  proinflammatory cytokine with immunomodulatory functions [27], and it could be 

influencing the formation of inhibitors. 

When comparing the allelic frequency of hemophiliac patients with inhibitors 

and a healthy population of southern Brazil [10], we observed that the frequency of the 

T allele of INFG (+874) was larger in our patients with inhibitor (47.4% vs. 42.4%) and 

lower in patients without inhibitor (30.7% vs. 42.4%). A decrease in frequency was 

observed when comparing the haplotype CG of TGFB1 (+869/+915) of our patients 

with inhibitor and the healthy population (30.26% vs. 36.20%), and an increase of 

frequency in our patients without inhibitor and the healthy individuals (43.65% vs. 

36.20%). This relationship emphasizes the fact that the polymorphism in regulatory 

genes of cytokine may influence the development of antibodies against FVIII in the HA, 

by the fact that the increased frequency of these genotypes cytokines interfere with the 

susceptibility of patients with HA to development of antibodies against FVIII. 
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Previous literature indicated that Afro-Americans had a higher risk of 

developing of inhibitors [29, 30]. Our data also contribute to this finding since we 

observed higher incidence of inhibitors in afro-descendents. 

The discrepancy of other studies with the most of our data could be due to the 

intense miscegenation in Brazil, which confers genotypic profile different inter-

Brazilians and other countries.  

 

Conclusion 

 

In conclusion, HA people with the +874 T allele, genotype +874TT in gene 

INFG; and the +869TT genotype in TGFβ1 increased the susceptibility to develop the 

FVIII inhibitor. In contrast, subjects with the +874A allele of the gene INFG, the allele 

+1902A in IL4RA and CG haplotype in TGFB1 are less likely to develop inhibitor. This 

study paves way for further research in promising new candidates genes for clinical 

practice. Moreover, it can contribute to the creation of a genetic profile of HA patients, 

especially those at high risk of inhibitor. More studies of genetic markers are needed to 

confirm how the polymorphism of cytokines may influence the development of FVIII 

inhibitor in patients with HA. 
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Table 1. Alleles of cytokines genes associated with the risk of development of inhibitor. 

Cytokine Allele Inhibitor positive  Inhibitor negat ive  P-value OR  IC 

Gene   N(%) N(%)       

  N=78 N=250    

IL4RA(+1902) G 25 (32.05%) 52 (20.80%) 0.047 1.79 0.31-0.97 

 A 53 (67.94%) 198 (79.20%)  0.55 1.02-3.16 

       

  N=78 N=248    

INFG (+874) A 41 (52.56%) 176 (70.96%) 0.003 0.45 0.26-0.76 

 T 37 (47.43%) 72 (30.74%)   2.20 1.31-3.72 

N = total number of alleles. 

 

Table 2. Association of genotypes of cytokines genes and the risk of inhibitor development. 

Cytokine Genotype Inhibitor positive  Inhibitor negative  P-value OR  IC 

Gene   n (%) n (%)       

  n=39 n=124    

INFG (+874) A/A 12 (30.77%) 64 (51.61%) 0.838   

 A/T 17 (43.59%) 48 (38.71%) 0.708   

 T/T 10 (25.64%) 12 (9.68%) 0.016 3.22 1.27-8.18 

       

  n=39 n=126    

TGFB1 (+869) T/T 17 (43.59%) 32 (25.40%) 0.043 2.26 1.07-4.80 

 T/C 14 (35.90%) 67 (53.17%) 0.057   

  C/C 8 (20.51%) 27 (21.42%) 0.671     

n = number of patients. 

 

Table 3. TGFB1haplotype and the risk of FVIII inhibitor. 

Cytokine gene Haplotype Inhibitor positive  Inhibitor negative P-value OR IC 

 Diplotype N(%), n(%) N(%), n(%)    

  N=76 N=252    

TGFB1(+869/+915) TG 46 (60.53%) 131 (51.98%) 0.237   

 CG 23 (30.26%) 110 (43.65%) 0.045 0.560 0.32-0.97 

 CC 5 (6.58%) 11 (4.36%) 0.147   

 TC 2 (2.63%) 0 1.000   

       
N = total number of alleles; n = total number of patients. 
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Resumo (Português)   Abstract. (English) 

Hemofilia A é uma doença causada pela 
deficiência de Fator VIII (FVIII) de 
coagulação, resultante de herança 
genética ligada ao cromossomo X. Um 
dos tratamentos é a administração do 
FVIII de coagulação, plasmático ou 
recombinante. No entanto, alguns 
pacientes desenvolvem anticorpos contra 
este fator, os quais são denominados de 

  Hemophilia A is a disease caused by a 
deficiency of coagulation factor VIII 
(FVIII) resulting from genetic 
inheritance linked to chromosome X. 
One treatment option is the 
administration of plasma or recombinant 
FVIII. However, some patients develop 
inhibitors or antibodies against this 
factor. Inhibitors are alloantibodies that 



49 

 

inibidores. Inibidores são aloanticorpos, 
que se ligam no epítopo do FVIII e são 
reconhecidos pelo sistema imune como 
peptídeos estranhos. Essa é a mais séria 
complicação que um paciente hemofílico 
pode desenvolver durante a terapia de 
reposição. Alguns estudos têm sugerido 
que fatores genéticos influenciam no 
desenvolvimento dos inibidores do 
FVIII, como etnia, histórico familiar, 
mutações no gene do FVIII e em genes 
do sistema imunológico. O objetivo deste 
estudo foi realizar um levantamento 
bibliográfico para avaliar a influência de 
fatores genéticos e genes da resposta 
imune, em especial os genes do 
Complexo Principal de 
Histocompatibilidade e de citocinas, que 
possam estar relacionados ao 
desenvolvimento de inibidores do FVIII 
em pacientes hemofílicos A. O 
entendimento desses fatores de risco 
ajudará no futuro a determinar um 
tratamento diferenciado para o controle e 
prevenção do desenvolvimento de 
inibidores. 

bind to the epitope of FVIII causing it to 
be recognized by the immune system as 
a foreign peptide. This is the most 
serious complication of hemophilia 
patients in respect to replacement 
therapy. Some studies have suggested 
that genetic factors influence the 
development of FVIII inhibitors such as 
ethnicity, family history, mutations in the 
FVIII gene and in genes of the immune 
system. The aim of this study was to 
conduct a literature review to assess the 
influence of genetic factors of immune 
response genes, especially genes of the 
major histocompatibility complex and 
cytokines, which may be related to the 
development of FVIII inhibitors in 
hemophilia A patients. Understanding 
these risk factors will help to determine 
future differential treatment in the 
control and prevention of the 
development of inhibitors. 
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Introduction  

Hemophilia A is a bleeding hereditary disorder caused by the deficiency or 

abnormality of FVIII coagulant activity.1 The deficiency or dysfunction of FVIII, 

glycoprotein that operate as cofactor in the activation of factor X via activated factor IX, 

does not allow the formation of a normal clot at the site of an injury.1-3 In 2010, 

according to the register of the World Federation of Hemophilia, there were 

approximately 10,065 hemophilia patients in Brazil with 80% being hemophilia A.4 
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The treatment of hemophilia A involves FVIII replacement therapy. However, 

some patients develop inhibitors, that are polyclonal antibodies against the administered 

FVIII. 5 This reduces the effectiveness of replacement therapy and causes one of the 

main complications in the treatment of these patients.5,6 Various mechanisms are 

involved in the inhibitors formation, for example, the ethnicity, family history, FVIII 

gene (F8)-related mutations and processes that involve immune system genes. The 

study of genetic factors is essential to elucidate mechanisms that may influence the 

development of inhibitors as in the absence of a genetic predisposing factor there 

is much lower risk of developing inhibitors. On the other hand, the combined action of 

genetic and non-genetic factors can significantly contribute to the development of 

inhibitors. These factors may activate or inhibit the immune response depending on 

changes in immunological regulators and cytokine profiles. By predicting these factors 

in patients, it may be possible to avoid the formation of FVIII inhibitors and provide 

more effective treatment.7 

As the identification of factors involved in the mechanisms involved in the 

development of inhibitors in hemophilia A is of paramount importance, the aim of this 

study was to conduct a review of the literature in order to assess the influence of genetic 

factors and immune system genes on the development of FVIII inhibitors in hemophilia 

A patients. This study may contribute to a greater understanding of the mechanisms 

involved in the susceptibility that some people have in producing alloantibodies against 

FVIII, as well as to develop new, more effective therapies in hemophilia patients with 

inhibitors. 

 

 

Development of FVIII inhibitors  

The antibodies, also called inhibitors, are high-affinity immunoglobulins G 

(IgG) that are directed against to infused FVIII, and this causes decreasing of its 

effectiveness.8 These inhibitors make it more difficult the adequate correction of the 

bleeding diathesis in case of bleeding and surgery, and also make impossible the regular 

prophylaxis with FVIII.9 The studies have shown that the overall prevalence of 



51 

 

inhibitors in unselected haemophiliac populations is 5–7% and the prevalence amongst 

severe haemophiliacs is substantially greater, at between 12% and 13%.10 

The FVIII inhibitors are classified as either high- or low-responding. It will 

depend on how a person’s immune system is stimulated upon repeated exposure to 

FVIII. If the immune system reacts briskly and strongly, the amount of inhibitor 

directed against FVIII can rise quickly to very high levels, meaning a titer of at least 5 

Bethesda units. This type of inhibitor is generally characterized as high-responding. 

Differently, the immune system may be stimulated in a way such that its response to 

factor exposure is slower and weaker, and the inhibitor titer will remain low, usually 

under 5 Bethesda units. When these characteristics are presents, the inhibitor is 

generally termed as low-responding.11 

It is noteworthy that during the lifetime of a person with hemophilia, the risk of 

development of inhibitor is variable.11 There are reports that the risk is highest soon 

after first exposure to FVIII, with the cumulative risk of inhibitor development levelling 

off after 20 exposure days or at 6–10 years of age.10 

The treatment of hemophilia patients with inhibitors is a major challange, and is 

based on the use of agents that generate thrombin, independent of the action of FVIII or 

FIX, the so-called bypassing agents. The two most widely used bypassing agents are 

activated prothrombin complex concentrate (APCC) and recombinant activated factor 

VII (rFVIIa). Despite their efficacy in the control of most bleeding episodes, treatment 

with these agents present several limitations compared to the use of FVIII in non-

inhibitor patients such as a less predictable hemostatic response, lack of laboratory 

monitoring tests, and a higher cost. Furthermore, because of the lower efficacy and 

shorter half-life, regular prophylaxis is not feasible with these agents.11 

Mechanism of the Formation of FVIII inhibitors  

Several studies indicate that the immune response triggered by the presence of 

exogenous FVIII is a T helper cell-mediated event that depends on antigen-presenting 

cells (APCs), such as macrophages, dendritic cells and B cells.12,13 
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For the synthesis of antibodies against FVIII to occur, part of the FVIII 

administered to the hemophilia patient must be internalized by CAAs, degraded and 

presented to a class II MHC (Major Histocompatibility Complex) molecule.12,14 A 

plasma membrane complex of CAAs, formed when FVIII peptides bind to MHC 

molecules, is then made available for recognition by CD4+ T cells.15 In addition to this, 

intracellular peptide fragments of FVIII, synthesized in small quantities by the patient, 

are presented via MHC Class I molecules to CD8+ T cells.16 

The peptide-MHC complex on the surface of CAAs is recognized by antigen T 

cell receptors (TCRs). For the presentation of antigens to the TCRs to be efficient, a 

second signal occurs between the CAAs and T cells; the co-stimulating CD80/86 

molecules expressed in CAAs bind to CD28 expressed in T cells.10,17 Activation of T 

cells occurs when both signals are present; this can be either type-1 helper T cell (Th1) 

activation, responsible for the secretion of cytokines such as interferon-gamma (IFN-γ), 

tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and interleukin-2 (IL-2), which are important in 

the cellular immunity system, or type-2 helper T cell (Th2) activation which secretes 

interleukin-4 (IL-4), interleukin-5 (IL-5), Interleukin-6 (IL-6) and interleukin-10 (IL-

10), among others that are important in humoral immunity. Moreover, the expression of 

CD2, CD30, CD40L and CD28 is increased on the CD4+ T cell surface.12,15,18,19 When 

secreted by Th1 or Th2, these cytokines stimulate the differentiation of B cells, which 

change the isotype of immunoglobulin and produce specific antibodies against plasma 

FVIII. In addition, the B cells secrete the cytokine interleukin-12 (IL-12) that in turn 

stimulates the Th1-mediated production of IFN-γ.18 The cytokines from Th1 stimulate 

the development of immunoglobulin G1 (IgG1) and immunoglobulin G2 (IgG2) 

subclasses, whereas Th2 cells stimulate the development of immunoglobulin G4 (IgG4). 

Studies in patients with hemophilia A have shown that the titers of high-response 

inhibitors are correlated to IgG4 levels, which suggests that the Th2-mediated immune 

response is strongly related to the synthesis of anti-FVIII antibodies.19 

Factors predisposing patients to the development of FVIII inhibitors  

Ethnicity and family history of FVIII inhibitors 
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Ethnicity and family history have been associated with predisposition for the 

development of FVIII inhibitors. One study showed that Afro-Americans had a higher 

risk of developing inhibitors.20 This association and family history of the development 

of inhibitors were also observed in The Malmö International Brother Study (MIBS). 

The results of this study show that the incidence of inhibitors is high in the subgroup of 

people of African descent when compared to Caucasians (55.6% vs..vs.27.4%).21 It is 

believed that the racial component is mainly based on genetic variants in immune 

response determinants, because the FVIII mutation spectrum does not differ between 

races.18 

Additionally, it was observed that the risk for the formation of inhibitors 

increases significantly in patients with a family history of inhibitors; the absolute risk 

for the development of inhibitors in patients with a history family of inhibitor 

development was 48% (95% confidence interval – 95% CI = 35-62%), while the risk in 

patient with no family history was 15% (95% CI = 11-21%).21 

Another study by the same group assessed the possibility of genetic mutations 

influencing the formation of inhibitors in individuals of the same family. One hundred 

and thirteen mainly Caucasian families with two or more brothers with severe 

hemophilia were analyzed. All brothers in 59 of the families developed inhibitors and 

25 (42.4%) of these had a family history of inhibitor development. It was also found 

that the most common type of mutation in the FVIII gene was inversion of intron 22. 

Inhibitors were identified in 45 of 74 families (60.8%) with this type of mutation; and in 

18 (40%) of these 45 families, all the brothers developed inhibitors.18 

In light of these data, the influence of genetic factors in the development of 

inhibitors is evident.21 Non-genetic factors also appear to influence the immune 

response and consequently change the risk of developing inhibitors in each family. 

However, it is unlikely that these factors alone can explain the similarities reported. 

These observations suggest that there must be changes in the immune response that may 

be based on both genetic markers and non-genetic factors.18 

Mutations in the FVIII gene 
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The FVIII gene is located on the end of the long arm of chromosome X (Xq28). 

It comprises 186,000 base pairs distributed between 26 exons and 25 introns. The 

product of this gene is a polypeptide of 2332 amino acids (inactivated circulating pro-

cofactor) and the activated polypeptide is formed of six arranged domains.2,22,23 The A2, 

A3 and C2 domains are the regions in which anti-FVIII antibodies can react and impair 

the coagulation cascade.24,25 Studies have shown that in patients with missense 

mutations clustered in the A2 and C2 domains, the risk of inhibitor formation is fourfold 

greater than in patients with mutations outside this region. This indicates that any 

changes in the three-dimensional structure of this part of the FVIII molecule may affect 

its immunogenicity.18 The anti-A2 antibodies and in some cases of anti-C2, for 

example, can interact with the A2 domain and C2 domain, respectively, and neutralize 

the procoagulant activity of FVIII.25 The C2 domain however is affected by anti-C2 

antibodies which prevent FVIII binding to phospholipids and von Willebrand factor,26 

and anti-A3 antibodies target the A3 domain to prevent the interaction of factor IX with 

activated FVIII.27 

By the year 2012, 5243 types of mutations associated with disease had been 

reported according to the HAMSTeRS (Haemophilia A Mutation Test and Resource 

Search Site) electronic database (http://hadb.org.uk/) .28 The group with the highest risk 

of producing anti-FVIII antibodies is the one with the greatest changes in the 

gene.18,29One meta-analysis study observed that the risk of inhibitor development in 

patients with large deletions and nonsense mutations are higher than in patients with 

intron 22 inversions (pooled OR = 3.6 and OR = 1.4, respectively). The risk of patients 

with intron 1 inversions and splice-site mutations is virtually equal (pooled OR = 0.9 

and OR = 1.0, respectively), and the risk of patients with small deletions and insertions 

and missense mutations are lower (pooled OR = 0.5 and 0.3, respectively).9 Inversions 

in intron 22 (30-50%) and intron 1 (0-5%) are usually associated with the severe 

hemophilia A phenotype and an intermediary risk for forming inhibitors.15,30,31 

In Brazil, a study of 86 Caucasian patients, investigated the occurrence of 

inversion mutations in 47 patients. Of these, 33 (70%) had severe hemophilia and 14 

(30%) moderate or mild hemophilia. An increase in the frequency of inversion 

mutations (13/33; 39.4%) was observed in the subgroup classified as severe with the 

majority (11/13; 86.4%) being mutations in intron 22.32 
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Class I and II HLA molecules 

In humans, MHC genes, located on the short arm of chromosome 6, are named 

human leukocyte antigen (HLA) genes. The HLA system occupies a highly 

polymorphic DNA region of approximately 3,600 kilobases (Kb). These loci contain 

most of the genetic information necessary for the development of antigen presentation 

activity.33 

There are two main types of HLA gene products, class I and class II molecules, 

which recognizes different types of protein antigens, intracellular (cytosolic antigens) 

and extracellular. CD4 T cells recognize antigens presented by class II molecules, while 

CD8 cells recognize antigens that are together with class I molecules.34,35 

The class III region is found between the groups of class I and II genes, where 

genes that code for various components of the complement system and structurally 

related cytokines such as TNF-α, lymphotoxin-α and lymphotoxin-β are located.36 

The generation of antibodies against peptide antigens bound to FVIII involves 

cell cooperation that results in the presentation of antigens to T and B cells. The start of 

this process involves the processing of proteins by antigen-presenting cells and 

subsequent association of these peptides to HLA molecules in these cells. For 

extracellular proteins, such as the exogenous FVIII administered to hemophilia A 

patients, it is the HLA class II molecules that mediate the processing of antigenic 

peptides.14 

Recently, the DNA systematic sequence analyses between haplotypes have 

yielded information on polymorphisms across the complete MHC. This information 

provides pools of sequence variants for disease association analysis.37 Therefore, several 

studies are committed to identifying an association between haplotypes of HLA class I 

and II molecules to the risk for the inhibitors development. Hay et al. studied 176 

hemophilia patients in England and found a higher frequency of the HLA-

DRB1*15:01/DQB1*06: 02/DQA1*01:02 haplotype in patients with inhibitors, but only 

the frequency of the HLA-DQA1*01:02 allele was considered statically significant (OR 

= 2.7; 95% CI = 1.2-5.9). The HLA-DRB1*01, HLA-DQB1*05:01 and DRB1*01:01 

alleles were also higher in the group of patients with inhibitors in the presence of the 
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intron 22 inversion mutation, but the values were not statistically significant.38 The 

HLA-DQA1*01:02, HLA-DQB1*06:02 and HLA-DRB1*15 alleles were found at higher 

frequencies in patients with inhibitors by Oldenburg et al. in Germany. Moreover, other 

HLA class I alleles (HLA-A*03, HLA-B*07 and HLA-C*07) were identified at higher 

frequencies.39 

Despite the weak haplotype association in these studies, another more recent 

investigation demonstrated a significant association for class II HLA molecules. This 

case-control study found a positive association of the DRB1*15:01/DQB1*06:02 

haplotype with the formation of inhibitors in 260 severe hemophilia patients from 

Germany (P = 0.0423; OR = 1.9; 95% CI = 1.01-3.57).40 

The studies that had the most statistically significant results were those that 

tested for associations of alleles of HLA genes in respect to susceptibility or resistance 

of patients in developing inhibitors. The main associations have been found for HLA 

class II molecules, perhaps because, from the point of view of immunity, these alleles 

are more important in presenting the peptides of FVIII to T cells, and so studies have 

focused more on genotyping these alleles. One study of 57 hemophilia patients (with 

and without inhibitors) and 36 blood donors without the disease from Thailand found a 

higher frequency of the DRB1*15 allele in patients with inhibitors (30.6%) than in 

patients without inhibitors (19.2%). However, statistical significance was obtained only 

when the frequency of this allele was compared between patients with inhibitors and 

controls (30.6% vs. 13.9%; P = 0.021; OR = 0.021; 95% CI = 1.16-6.47).41 

In another study performed in Germany, the frequencies of the HLA-DRB1*16 

(0.122 vs. 0.014; P= 0.0001) and DQB1*05:02 alleles (0.112 vs. 0.058; P = 0.0149) 

were higher in the 57 patients with acquired hemophilia enrolled in the study compared 

to the normal European population. On the other hand, the HLA-DRB1*15 (0.087 vs. 

0.172; P = 0.026) and DQB1*06:02 alleles (0.078 vs. 0.142; P= 0.0149) were less 

frequent in the patients with acquired hemophilia. However, on comparing patients with 

acquired hemophilia but without inhibitors with those with inhibitors, the DRB1*16 and 

DQB1*05:02 alleles were correlated to lower risk (OR = 1.1 and 1.5, respectively) and 

the DRB1*15 and DQB1*06:02 alleles were considered high risk (OR = 2.2 and 3.7, 

respectively).42 
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Recently, an investigation conducted in southern Brazil evaluated the influence 

of HLA class I and class II alleles on the development of severe hemophilia in a group 

of 171 patients (50 patients with inhibitors and 131 without inhibitors). This study 

showed a high frequency of HLA-C*16 and HLA-DRB1*14 alleles in patients with 

inhibitors compared to those without inhibitors, indicating a probable association 

between these alleles and the development of inhibitors. However, the difference in the 

frequency of the HLA-C*16 allele was not statistically significant compared to the 

healthy population in the region. The HLA-DRB1*14 allele is more common in white 

Brazilians than in the Caucasians in general; this may be due to the great miscegenation 

of the population.43 

Most studies have investigated alleles in respect to susceptibility to develop 

inhibitors. However, resistance alleles are also of great importance in association 

studies. For example, the DQA1*01:03, DQB1*06:03 and HLA-C*02 alleles have been 

reported as having a role in resistance to the development of inhibitors in hemophilia 

patients.38,39 

HLA-C*05 is another allele that may provide protection against the formation of 

inhibitors. This was observed in an American population of 44 hemophilia patients, 28 

of whom had no inhibitors and 16 were positive. HLA-C*05 was identified in 11 

(39.29%) patients without inhibitors, whereas none in the group with inhibitors had this 

allele. Therefore, the presence of the HLA-C*05 acted as a protective factor in the 

development of inhibitors (P < 0.02).44 

Furthermore, Ohta et al. demonstrated a protective role of the HLA-A*24 allele. 

The HLA-A, B and C antigens and HLA-DQA1, DQB1, DRB1 and DPB1 alleles were 

analyzed in 20 Japanese hemophilia A patients with inhibitors. The results showed that 

the absence of the HLA-A*24 allele is a risk factor for the formation of inhibitors 

compared to its presence (36.8% vs. 82.6%; P = 0.003; OR = 0.123). Additionally, 

according to this study, the HLA-DRB1*04, DQB1*04 and DQA*03:01 alleles may be 

associated with the development of inhibitors.45 

Although some studies have shown that the HLA system, in particular HLA 

class II molecules, may be of greater importance in the development of inhibitors, the 
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association between HLA and the formation of FVIII inhibitors is different between 

different ethnic groups and depends on the geographic region. These data may be useful 

in the recognition of groups at high risk for the formation of inhibitors in different 

populations. Table 1 shows some association studies of HLA class I and class II alleles 

for risks or protection to the development of inhibitors in haemophilia patients. 

Polymorphisms in cytokine genes 

Cytokines are a group of soluble proteins produced by different cells in response 

to antigens, which act regulating the innate and adaptive immune reactions. About 180 

genes encode these proteins.46 

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the regulatory regions of cytokine 

genes, common in many populations, can affect the transcription and influence the 

production of cytokines and consequently, change the profile of the immune 

response.47 Thus, any difference in the gene frequency of these cytokines in different 

populations may have clinical relevance and be important to obtain more specific 

genetic markers for diagnosis and prognosis.47,48 

The SNPs in cytokine genes are known due to their association in several 

diseases49,50 as well as their influence on the production of antibodies in autoimmune 

diseases.51 Most of the SNPs studied are in promoter regions and in the exon itself, or in 

microsatellites of intron regions.48 

Several studies have reported associations of these SNPs with the development 

of inhibitors in hemophilia A patients (Table 2). A positive association, for example, 

was observed for the IL10134*G allele identified in 44 (26.8%) of 164 Germans. Thirty-

two (72.7%) of these 44 patients developed anti-FVIII antibodies compared with 45 

(37.5%) of 120 patients without the allele. Among 77 patients with family histories of 

inhibitors, 32 (41.6%) were positive for this allele compared with 12 (13.8%) of 87 

patients without family histories of inhibitors (P = 0.001; OR = 4.4). A significant 

association was also observed for the IL10134*G allele in the subgroup of patients with 

severe hemophilia A (P = 0.001; OR = 5.4).40 
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In a recent study of Chinese hemophilia patients, the -819T and -592A alleles of 

the IL10 gene were more frequently found in individuals with FVIII inhibitors. In 

addition, some haplotypes of this gene (TA at -819 position, and CA and CC at position 

-592) indicate predisposition of hemophilia patients for developing inhibitors.52 

Another cytokine, which also plays an important role in immune modulation in 

hemophilia patients, is TNF-α. This cytokine has a potent pro-inflammatory action. The 

analysis of polymorphisms in 4 alleles of the TNF gene (-827C>T, -308G>A, -238A>G 

and 670A>G) of 164 hemophilia patients (124 severe, 26 moderate and 14 mild) 

identified an association between the -308A/A genotype and the formation of inhibitors. 

The -308A allele was identified in 46 (59.7%) of 77 patients with inhibitors and in 40 

(46.0%) of 87 patients without inhibitors (P = 0.87; OR = 1.7). The association between 

the -308A/A genotype and the formation of inhibitors was also evident in the subgroup 

of patients (n = 124) with severe hemophilia (P < 0.001; OR = 19.2).53 

These findings were also observed in other patient groups. The polymorphism in 

the -308 region of the TNF gene was correlated with the development of inhibitors. 

Individuals homozygous for the allele Apresent a higher risk of developing inhibitors 

compared to heterozygotes (OR = 7.519; 95% CI = 3.168-17.844). This relation is also 

valid on analyzing severe hemophilia patients (OR = 8.163; 95% CI = 2.521-26.434).54 

Pavlova et al. also confirmed higher frequencies of the -308G>A polymorphism 

in the TNF gene of patients in Germany (0.22 vs. 0.13; OR = 1.80). The homozygous 

A/A genotype (OR = 4.7) was more pronounced in severe hemophilia patients with 

FVIII inhibitors. The same group of researchers found that the 1082G allele of 

the IL10 gene was more common in these patients (0.55 vs. 0.43; P= 0.008).40 

These and other association studies using genetic targets have focused on finding 

new markers to try to offer better treatment options to patients and avoid complications. 

Polymorphisms that influence the Th1/Th2 response may be instrumental to 

genotypically classify patients and check the risk of developing inhibitors.55 Hence, it is 

evident that polymorphisms in the TNF and IL10 genes are best characterized in respect 

to the development of inhibitors in hemophilia patients, and may be future candidates. 

Final considerations 
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During the last few years, it has occurred a progress in the identification of 

determinants for development of anti-FVIII alloantibodies. After analysis of several 

studies, we observed several factors related to the appearance of hemophilia A, 

highlighting the immune response genes. 

This review highlights several important points: the inhibitors incidence is 

greater in people with African descendence and in patients with a historic family of the 

inhibitor development. Furthermore, the risks of inhibitor development in patients with 

large deletions and nonsense mutations are higher than in patients with intron 22 

inversions; and these mutations are related to higher risk of inhibitor development than 

in patients with mutations with intron 1 inversions and splice-site mutations. In 

addition, the risk of patients with small deletions and insertions and missense mutations 

is lower. 

The majority of associations of immune response genes to the production of 

inhibitors in hemophilia patients were related to HLA class II alleles: HLA-DRB1*14, 

DRB1*15, HLA-DQB1*06:02, DQB1*06:03, HLA-DQA1*01:02, and DQA1*01:03; 

and the DRB1*15:01/DQB1*06:02 haplotype. Associations have also been found for 

some HLA class I alleles: HLA-A*03, A*24, HLA-B*07, HLA-C*02, C*05, C*07, and 

C*16.  

In relation to cytokine genes, the alleles IL10 +134G, -819T, -592A are related 

to increased risk to production of inhibitors in hemophiliacs. TNF is another cytokine 

gene associated with the formation of inhibitors, specifically the genotype -308A/A.  

This review intends to assist in the development of more targeted genetic 

association studies of hemophilia patients and immune system genes, and also to assist 

in the understanding of the participation of these genes in the formation of the 

inhibitors. 
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Table 1. Analysis of HLA alleles class I and II associated to the development of the inhibitor in several 
studies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alleles 

 

Risk of the 

Development of Inhibitor 

References 

HLA Class I   

C*05 Decreased Aly et al., 199044 

A*24 Decreased Otha et al., 199945 

HLA Class II    

DR4.1(DRB1*04:01)  Increased Otha et al., 199945 

DQB1*04 Increased Otha et al., 199945 

DQA1*03:01 Increased Otha et al., 199945 

DQB1*05:02 Decreased Pavlova et al., 201042 

DRB1*16 Decreased Pavlova et al., 201042 

DQB1*06:02 Increased Pavlova et al., 201042 

DQA1*01:02 Increased Hay et al., 199738 

DRB1*15 

DRB1*15 

Increased 

Increased 

Pavlova et al., 201042 

Nathalang et al., 201241 
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Table 2. Analysis of SNPs in cytokine genes associated with the development of inhibitors in HA. 

Cytokine gene Genotype Allele Haplotype Risk of the development of inhibitor Reference 

      
IL10-1082 IL10-1082 G/G IL10-1082*G IL10-1082,-819,-592 GCC Increased Pavlova et al., 200940 

      
IL10-1082, -819, -592 - - IL10-1082, -819,-592 GCC/ATA Decreased Chaves et al., 201056 

      
IL101082, -819, -592 - - IL10-1082, -819,-592 GCC/ACC Increased Chaves et al., 201056 

      

IL10-819 IL10-819 C/T IL10-819 *T IL10-819, -592  TA,  IL10-819, -592 CA, IL10-819,  -592 CC Decreased Lu et al., 201252 

      

IL10* - - IL10-1082, -819,-592 ATA/ATA  Decreased Pinto et al., 201257 

      

TNF-308 TNF-308 A/A  - haplotype 2 Increased 
Astermark et al., 

200653 

      
TNF-308 TNF-308 A/A  - - Increased Zhang et al., 201154 

      
TNF-857 - - rs1799724C/T** GCC/ATA Increased Pinto et al., 201257 

*IL10 promoter ´CA` dinucleotide microsatellite. 

** rs1799724C/T is the same that TNF-857 C/T. 
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CAPÍTULO III 
 

CONCLUSÕES 
 

Os pacientes com HA do Estado do Paraná apresentam um perfil genotípico 

diferente dos analisados em outras regiões do Brasil e do mundo. A maioria dos estudos 

de associação relaciona o desenvolvimento de inibidores aos polimorfismos dos genes 

IL10 e TNF. Nosso estudo envolveu uma ampla gama de polimorfismos em genes de 

citocinas e concluímos que há aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de 

inibidor em pacientes com o alelo +874T e genótipo +874TT no gene INFG; e para o 

genótipo +869TT no TGFB1. E, em pacientes com o alelo +874A no gene INFG; alelo 

+1902A no IL4RA; e haplótipo CG no TGFB1, há um menor risco de desenvolvimento 

de inibidores do FVIII.  

Este estudo buscou auxiliar a identificação de genes promissores ao tratamento 

dos indivíduos com HA que desenvolvem inibidores, além de contribuir para traçar um 

perfil genético dos pacientes HA gravemente afetados. Porém, estudos mais detalhados 

de como estes marcadores genéticos poderiam influenciar o desenvolvimento de 

inibidores ainda são necessários.   

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

• Avaliar os tipos de mutação (inversões, grandes deleções, pequenas 

deleções/inserções, entre outros) no gene do FVIII e sua relação com o 

desenvolvimento de inibidores, visto que o tipo de defeito no gene pode 

influenciar na resposta imune contra o FVIII. Sabe-se que pacientes com grandes 

deleções no gene do FVIII, mutações nonsense e mutações intracromossômicas 

aberrantes têm um potencial de risco maior em desenvolver os inibidores, por 

isso é importante avaliar estas mutações nos pacientes com HA aqui estudados; 



68 

 

• Analisar se os tipos de mutações encontradas nos pacientes com HA alteram o 

peptídeo FVIII codificado, a fim de verificar se o paciente está expressando uma 

proteína FVIII não funcionante; 

• Comparar as associações de polimorfismos de citocinas encontradas neste 

estudo com a produção destas citocinas por citometria de fluxo para avaliar se há 

influência na regulação imune. 

 

 

 


