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Estudo de genes de resposta imune em pacientes com Hemofilia

RESUMO

A hemofilia € uma doencga causada pela deficiéncia dos fatores de coagulacdo do sangue.
Destes, 80% dos casos ocorrem por deficiéncia do fator VIII - hemofilia A ou cldssica e 20%
dos casos, deficiéncia do fator IX — hemofilia B. O tratamento € baseado na reposicdo de
fatores de coagulacdo. No entanto, além da infec¢cdo com virus da hepatite e HIV, existe um
evento adverso mais sério encontrado no tratamento da hemofilia, a formagao dos inibidores
do fator VIII e IX (em menor frequéncia). Inibidores sao aloanticorpos, que se ligam no
epitopo do Fator VIII que sdo reconhecidos pelo sistema imune como peptideos estranhos.
Alguns estudos tém sugerido que fatores genéticos e ambientais influenciam no
desenvolvimento dos inibidores do FVIIL. O objetivo deste estudo foi realizar uma revisao da
literatura sobre a influéncia de fatores genéticos e ambientais que possam estar envolvidos no
risco de desenvolvimento de inibidores, tendo como foco principal, identificar os genes de
resposta imune (HLA de classe I e II) que possam influenciar na formacao do inibidor em
pacientes com Hemofilia A do Sul do Brasil. Foram realizadas as genotipagens dos alelos de
Classe I e II de amostras de sangue de pacientes com hemofilia A cadastrados no Estado do
Parand. Os resultados foram apresentados no artigo1, “Influéncia dos alelos HLA de Classe I e
IT no desenvolvimento do inibidor em pacientes com Hemofilia A do Sul do Brasil”, e
confirmam que o gene HLA estd envolvido na produ¢do do inibidor e poderiam ser usados
como uma ferramenta para reconhecer grupos de alto risco para um possivel desenvolvimento
de inibidores entre pacientes hemofilicos do Estado do Parand, Sul do Brasil. Este estudo
contribui ao melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na producao de inibidores por
alguns individuos e ndo por outros.

Palavras-chave: Fator VIII; genes do sistema imune; inibidores; predisposi¢dao genética.



Study of immune response genes in patients with hemophilia

ABSTRACT

Hemophilia is a disease caused by deficiency of blood coagulation factors. Of these, 80% of
cases occur due to deficiency of factor VIII - Hemophilia A or classic and 20% of cases,
deficiency of factor IX - hemophilia B. The treatment is based on the replacement of
coagulation factors. However, in addition to infection with hepatitis and HIV, there is a more
serious adverse event found in the treatment of hemophilia, the formation of inhibitors of
Factor VIII and IX (less frequently). Inhibitors are alloantibodies, which bind the epitope of
Factor VIII that are recognized by the immune system as foreign peptides. Some studies have
suggested that genetic and environmental factors influence the development of FVIII
inhibitors. The objective of this study was to review the influence of genetic and
environmental factors that may be involved in the risk of inhibitor development, with the main
focus, to identify immune response genes (HLA class I and II), which may be influencing the
inhibitor formation in patients with hemophilia A in South Brazil. Were performed genotyping
of Class I and II alleles an blood samples from patients with hemophilia A registered in the
State of Parand. The results were presented in article 1, "Influence of HLA Class I and 1I
alleles on inhibitor development in hemophilia A patients from the South Brazil”, and confirm
that the HLA gene is involved in the production of the inhibitor and could be used as a tool to
recognize high-risk groups for possible development of in hemophilia patients from the State
of Parand, South of Brazil. This study contributes to better understanding of the mechanisms
involved in the production of inhibitors by some individuals and not by others.

Keywords: Factor VIII; immune system genes; inhibitors; genetic predisposition.
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CAPITULO I

1.1 Introducao

As hemofilias sdo doengas hemorrégicas resultantes das deficiéncias de fator VIII (Hemofilia
A) ou de fator IX (Hemofilia B) da coagulacdo, decorrentes de mutacdes nos genes que
codificam estes fatores. A Hemofilia A (75 a 80%) € mais frequente que a Hemofilia B (20 a
25%) e acomete, aproximadamente, 1:10.000 nascimentos masculinos, em diversas
populacdes étnicas e geograficamente distintas estudadas. A gravidade e a frequéncia de
episddios hemorragicos estdo relacionados ao nivel residual de atividade de fator VIII
presente no plasma, o qual se relaciona ao tipo de muta¢do associada a doenca.

A hemofilia ndo tem cura e a base de seu tratamento € a infusdo do concentrado do
fator deficiente. Durante o tratamento, alguns pacientes podem desenvolver anticorpos contra
o fator administrado exogenamente, que neutralizam a a¢do do fator e comprometem o efeito
terapéutico hemostético. Essa complicagdo ocorre mais frequentemente nos pacientes com

Hemofilia A cujo assunto serd abordado em seguida.

1.2 Hemofilia A

A Hemofilia A (cldssica) é uma coagulopatia que ocorre pela deficiéncia do Fator VIII
que € uma glicoproteina participante da via intrinseca da coagulacdo sanguinea. A hemofilia
pode ser de origem adquirida ou congénita (hereditdria). A forma adquirida mais rara é
associada a doengas auto-imunes, cancer, gravidez e causas idiopdticas. A forma congénita
tem como etiologia a heranca genética, ligada ao cromossomo X, a qual € transmitida quase
que exclusivamente a individuos do sexo masculino (Figura 1) por mae portadora
assintomdtica (maioria dos casos), porém, cerca de 20%-30% dos casos decorrem de mutagao

adquirida (sem historia familiar prévia) [1,2,3].
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Figura 1. Hereditariedade da hemofilia
Fonte: http://PT.wikipedia.org/wiki/ficheiro:hemilia.png

1.3 O papel do Fator VIII

O fator VIII (FVIII) € uma glicoproteina plasmatica que atua como um iniciador e
regulador da via intrinseca da cascata da coagulacao.

Na Hemofilia A, a deficiéncia ou disfun¢do do FVIII que atua como co-fator na
ativacdo do Fator X pelo Fator IX ativado, ndo permite a formacao de um codgulo no local de
uma lesdo. Na maioria, este fator € sintetizado no figado e circula no sangue associado ao
Fator de von Willebrand (FvW) que estabiliza e protege da degradacao proteolitica e promove

a sua concentracao no local da lesdo vascular, esquema representado na Figura 2A [4,5,6].
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Figura 2. Cascata da coagulacao.
Fonte: Adaptado de Shel et al, 2008 [6].
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1.4 O gene do FVIII

O gene do FVIII estéd localizado na extremidade do braco longo do cromossomo X
(por¢do Xq28) e compreende 186.000 pb distribuidos entre 26 éxons e 25 introns (Figura 3A).
O produto deste gene € um polipeptidio de 2332 aminodcidos (pré co-fator circulante
inativado) precedidos por um peptideo sinal de 19 residuos que direciona a passagem do FVIII
através da célula (Figura 3B). O polipeptideo € formado de seis dominios co-arranjados Al-

A2-B [cadeia pesada]-A3-C1-C2 [cadeia leve] (Figura 3B e C) [7,8,9].

28
£ 3
n o mr—a R ER Rk SN HLELE R og = A S
F8C gene
-19 1 336 719 1691 2025 2332
B E A1 I nZ | [=] I A3 IC‘I IC2 I
Arg 3T2 Arg 740 Sarg 1689
Pre-Pro-F Il
c | A “ Az I ca®t | A3 I cA I cz I

Activated-Fwill

Figura 3. O gene e a estrutura proteica do FVIIL.
Fonte: Castaldo et al, 2007 [8].

1.5 Classificacido e manifestacoes clinicas

A classificacdo da gravidade da hemofilia é baseada na sintomatologia clinica e na
concentracdo plasmatica dos fatores de coagulacao.

A classificacdo usada mais recentemente € baseada nos niveis plasmaticos de FVIIIC,
permitindo uma classificag@o fenotipica em hemofilia grave (nivel do FVIII <1%), moderada
(nivel entre 1% a 5%) e leve (5% a 40%), sendo o nivel normal definido como 1U/mL ou
100% e que pode variar de 0,4 U/mL a 1,5 U/mL (40% a 150%) [10].

As manifesta¢des clinicas hemorrdgicas sdo varidveis conforme a gravidade do caso.
Assim, em pacientes com as formas grave da doenca, maioria dos pacientes (50% dos casos),
as primeiras hemorragias acontecem, em geral, no segundo ano de vida. As hemorragias
ocorrem em maior frequéncia sob forma de hematomas e hemartroses (joelho, tornozelo e
cotovelo) e muitas vezes sdo espontaneas. Podem também ocorrer sob forma de hematria,

epistaxe, melena/hematémese e sangramentos internos para a cavidade tordcica e
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retroperitonial, além de hemorragia intracraniana. A presenca repetida de sangue na
articulacdo leva ao espessamento e a hipertrofia da sinovial, a alteracdes de cartilagem
articular e a evolugdo para artropatia hemofilica. A hemofilia moderada (30% dos casos)
caracteriza-se por sangramentos apds pequenos traumas, com alguns episddios de hemorragias
espontaneas € com menos intercorréncias. J4 na hemofilia leve (20% dos casos), os
sangramentos espontaneos nunca ocorrem, tém sido habitualmente associados com acidentes
ou traumatismo intenso e o diagndstico € muitas vezes reconhecido na idade adulta por
ocasidao de uma cirurgia ou extracao dentdria. A classificagdo e manifestagdes clinicas estao

resumidas no Quadro 1 [1,2,3,11].

Concentracao de fator . ~ ..
(VIIIC ou IXC) Classificacao Clinica
<0,01 IU/mL Hemorragias espontineas nas articulagdes e musculos;
Grave . P . . .
(<1% do normal) hemorragias ap6s traumas, acidentes e cirurgias
0,01-0,05 TU/mL Hemorragias nas a.rtlculagoe.s e ml/lscul.os apos pequenE)S
Moderado traumas, hemorragia excessiva apds cirurgia e extragdo
(1%-5% do normal) g
dentaria
>0,05-0,40 IU/mL Leve Nao ocorrem sangramentos espontdneos, e sim apds
(5-40% do normal) cirurgias, extragdes dentdrias e acidentes

Quadro 1. Classificacdo da hemofilia e manifestag¢des clinicas.

1.6 Tratamento

O tratamento da hemofilia evoluiu muito e, basicamente, consiste na reposi¢ao do fator
anti- hemofilico de acordo com o quadro clinico. Infelizmente, devido ao tempo de meia-vida
curto do FVIII (8 a 12 horas), € impossivel manter um nivel constante do FVIII nos
hemofilicos por administra¢do continua [2,11].

O fator VIII, retirado do plasma de pessoas com niveis de concentragdo normais,
comecou a ser usado por volta de 1965, quando se desenvolveu o crioprecipitado (concentrado
precipitado a frio do Fator VIII). No entanto, por esse concentrado de fator FVIII ser
produzido a partir de plasma humano, os pacientes apresentavam grande riscos de
contaminacdo pelo virus da hepatite e HIV. Hoje, seu uso esté proibido de acordo com a RDC
n°23, publicada em 25 de janeiro de 2002 [11,12,13].

Na década de 1980, métodos de inativagdo do virus, reduziram o ndmero desses
eventos. Porém, foi na década de 1990, quando foram implantados protocolos de screening da
bolsa de sangue dos doadores para anticorpos contra HCV, e também a entrada de novas
técnicas de inativacao e a liofilizagao do concentrado de fator VIII (pdFVIII), que os riscos de

contaminac¢do foram drasticamente reduzidos [11-15].
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Atualmente, a clonagem do gene do fator VIII permitiu a produ¢do de FVIII humano
usando técnicas de DNA recombinante (rFVIII), o qual atua tdo efetivamente quanto o
pdFVIII, porém ainda tem um alto custo (estimado em até U$100.000/ano/paciente) [11,16].

Alguns pacientes, numa incidéncia em torno de 18% e 28% e prevaléncia entre 5% e
18%, sendo a maioria dos pacientes com Hemofilia A grave, desenvolvem inibidores
(aloanticorpos), os quais neutralizam a a¢do do FVIII administrado exogenamente, impedindo
seu efeito hemostatico [17,18].

Além das complicacdes como artropatias, problemas venosos, hepatites virais e HIV, a
formagdo do inibidor é atualmente o mais sério evento adverso encontrado na terapia de
reposicao. Quando isto ocorre, resulta na diminui¢do significativa da qualidade e expectativa
de vida dos pacientes, além do tratamento tornar-se mais caro [4].

Atualmente, no Brasil, o tratamento para pacientes hemofilicos com diagndstico de
inibidor € feito com o uso do concentrado de complexo protrombinico ativado (agentes
bypass), sendo de primeira escolha em casos de pacientes com hemofilia leve a moderada com
presenca de inibidor; e, também, o uso do fator VII recombinante ativado (rFVIIa), sendo de
segunda escolha ou dltimo recurso [19]. Num estudo recente, a média total dos custos médicos
diretos (do inicio ao fim do sangramento) foi estimada ser de US$13.500 para o concentrado
de complexo protrombinico (aPCC) e US$ 7.590 para o rFVIla, mostrando que o rFVIla
comparado ao aPCC, foi mais efetivo e com menor custo quando usado como tratamento de
primeira escolha para pacientes com hemofilia leve a moderada e com inibidor [20].

Semelhante estudo realizado na Coréia, também obteve os mesmos resultados [21].

1.7 Desenvolvimento de inibidores
Virias linhas de pesquisa indicam que a resposta imune desencadeada pela presenca do
FVIII exégeno € um evento célula T-helper dependente que envolve células apresentadoras de
antigeno (APC) e linfécitos B.
Para que ocorra a sintese dos anticorpos contra o FVIII (anti-FVIII), alguns dos
FVIII administrado exogenamente no paciente hemofilico € endocitado pelas células
apresentadoras de antigeno (macréfagos, células dendriticas ou células B) onde ocorre o
processo de degradacdo proteolitica e a ligacdo dos peptideos formados a molécula do MHC
de classe II [22,23]. Ap6s a ligacdo entre os peptideos do FVIII e as moléculas do MHC,
forma-se um complexo na membrana plasmatica das APCs, o qual é exposto para o

reconhecimento pelas células T CD4+ [24]. Adicionalmente, fragmentos peptidicos de
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moléculas de FVIII intracelulares, sintetizadas em pequena quantidade pelo paciente, podem
ser apresentados via MHC de classe I aos linfocitos T CD8+ [16].

Porém, o inicio dessa resposta requer o reconhecimento especifico do peptideo FVIII
pelas células T, por meio do receptor antigénico das células T (TCRs), caracterizando assim o
primeiro sinal de ativacdo. Para que ocorra boa apresentacdo do antigeno ao TCR € necessario
um segundo sinal entre a APCs e células T, feito tipicamente através de moléculas co-
estimuladoras CD80/86 que sdao expressas nas APCs e CD28 expresso na célula T [22]. Na
presenca de ambos os sinais, ocorre a ativacdo da célula T, que pode ser tanto a ativagao da
célula Thl, responsdvel pela secrecdo de citocinas importantes na imunidade celular como:
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-2, assim como a ativagao
da célula Th2 que secreta as interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 entre outras, importantes na
imunidade humoral; e também ocorre aumento da expressao dos CD2, CD30, CD40L e CD28
na superficie da célula TCD4+ [23-26]. Essas citocinas quando secretadas pelas células Thl
ou Th2 estimulam a diferenciac@o dos linfocitos B, que trocam o is6topo da imunoglobulina
de acordo com o estimulo recebido, e que por sua vez produzem os anticorpos
(imunoglobulinas) especificos contra o FVIII no plasma (Figura 4), assim como também
secretam citocinas (IL-12) que vao estimular a producdo do IFN-y mediadas pelas células Thl
[26]. As citocinas provenientes das células Thl estimulam o desenvolvimento das subclasses
IgG1 e IgG2, enquanto que as de células Th2 estimulam o desenvolvimento das IgG4.
Estudos demonstraram que pacientes com hemofilia A e com titulos de inibidores de alta
resposta, foram correlacionados com niveis de IgG4, o que indica que a resposta imune por

células Th2 estao fortemente relacionadas com a sintese de anticorpos anti-FVIII [25].
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Figura 4. Producao de anticorpos especificos contra o FVIIIL.
Fonte: Oldenburg J.; Pavlova A., 2006 [26].
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Os anticorpos anti-FVIII sintetizados reagem com os epitopos da molécula do FVIII,
nos dominios A2, A3 e C2, comprometendo a ligagdo com fosfolipideos, fator de von
Willebrand, fator IX e fator Xa, dificultando a ativacdo do fator VIII pela trombina ou nao
permitirem a posterior liberacdo do FVIII ligado ao Fator de von Willebrand (Figura 5)

[5,19,25, 27].

Heavy chain Light chain
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Figura 5. Sitios de ligacdo para os inibidores da molécula do FVIIIL.

A molécula do FVIII (~ 300 kDa, 2332 aminoacidos) consiste de 3 dominios A e 2 C
homélogos, e um tnico dominio B, que sdo dispostos em ordem de A1-A2-B-AR1-A3-
C1-C2. O dominio A2 (anticorpos anti-A2 reduzem a atividade catalitica do fator X),
C2 (anticorpos anti-C2 impedem a ligacdo do FVIII aos fosfolipideos e ao fator de von
Willebrand) e A3 (anticorpos anti-A3 impedem a interagdo do fator IX com o FVIII
ativado) s@o os principais alvos para a liga¢do do inibidor, como indicado pelas setas.
Fonte: Dimichele, 2006 [19].

Um importante receptor, o CTLA4, expresso nas células T CD4" e CD8" recentemente
ativadas, homoélogo estruturalmente ao CD28, também interage com ligantes CD86 e CD80 na
APC, resultando na inibi¢do e regulacdo negativa da ativacdo das células T. A Figura 6,

demonstra um mecanismo proposto de como o CTLA4 inibe a ativagdo da célula T [28].
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Figura 6. Mecanismos propostos pelos quais CTL4 inibe a ativagdo da célula T.
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a) CTLA-4 deve competir com CD28 pelos ligantes CD80/86 e, assim, inibir o
efeito co-estimulatério de CD28. b) CTLA-4 deve diretamente interagir com o
complexo TCR—CD3 na sinapse imunoldgica, para romper a ativagdo da célula T,
por ligar e bloquear o imunorreceptor da tirosina - baseado na ativagdao do ITAM.
Adaptada de Brand et al. (2005) [27].

Um possivel tratamento para impedir a formag¢do do inibidor, seria promover o
bloqueio da estimulagdo conjunta, evitando o desencadeamento das respostas imunes
mediadas pelas células T. Com base nisso, foi realizado um estudo em animais, onde a
administracdo de anticorpo monoclonal CTA4-Ig inibia o primeiro sinal de ativacdo das
células T. Este estudo sugeriu que estratégias ligadas a B7-CD28 sdo potenciais terapias para

impedir a formagdo dos anticorpos ao VIII [29].

1.8 Classificacao dos inibidores

Os inibidores podem ser classificados segundo o titulo de anticorpos circulantes e a
resposta antigénica. Deve-se considerar de baixa resposta os inibidores que mantém niveis
persistentemente < SUB/ml, apesar de constante estimulo com infusdo do concentrado de fator
deficiente. O termo inibidor de alta resposta deve ser utilizado para aqueles casos em que a
atividade inibitéria seja > SUB/ml, em qualquer momento da existéncia do inibidor. Isto
decorre do fato dos niveis de inibidores poderem baixar na auséncia de estimulacdo
antigénica, isto e, na auséncia da exposicao ao fator deficiente. Entretanto, uma vez ocorrendo
nova exposi¢ao, o paciente pode responder elevando o titulo novamente (reacdo anamnéstica).
Embora a escolha de 5SUB/ml como ponto de corte seja arbitraria, a experiéncia clinica sugere
que pacientes com inibidores > SUB/ml sdo completamente refratdrios a infusdo do fator
deficiente (fator VIII ou IX) [17].

Nao se tem conhecimento sobre a relevancia clinica dos inibidores transitorios,
recomendando-se, por isso, o acompanhamento desses pacientes. A adoc¢do de condutas
diferenciadas no tratamento de hemorragias nos pacientes com inibidores é determinada por

esta classificacdo [2,19].

1.9 Diagnéstico
A presenca destes anticorpos pode ser descoberta durante a andlise clinica
rotineira ou, alternativamente, quando um quadro hemorrdgico ndo € paralisado tdo

rapidamente como poderia se esperar em resposta ao tratamento com o fator.
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A detec¢ao do inibidor pode ser realizada pela rotina laboratorial pelo menos a cada 3-
12 meses, e mais rigorosos monitoramentos para criangas durante os seus 50-200 primeiros
dias de exposicao ao fator. Podem ser detectados por trés técnicas: teste de mistura e pesquisa
do inibidor que sdo testes de triagem, e quantificacdo do inibidor. Uma vez detectado a
presenca do inibidor pelos testes de rastreamento, € preciso realizar a quantificacdo. O método
de Bethesda e o método de Nijmegen (Bethesda modificado) sdo os recomendados pela
Federacdo Mundial de Hemofilia, os quais testam a capacidade do plasma do paciente em
inativar o plasma com concentragdo de FVIII normal. A titulacdo de anticorpos dosada por
estes testes € descrita como o nimero de unidade Bethesda (UB); 1 unidade (UB) € definida
como a quantidade de anticorpo que neutraliza 50% do FVIII presente no plasma ativado
(pool normal) de referéncia. Dilui¢des seriadas do plasma do paciente deverdo ser efetuadas a
fim de quantificar titulos superiores a 1,5-2,0 UB/mL, sendo que titulos de 0,5 UB ou maior
sugerem a presenca de anticorpo para o método Bethesda, e titulos acima de 0,3 UB no
método Bethesda modificado [2,16,18].

As razdes porque algumas pessoas desenvolvem inibidores e outras ndo, permanecem
ndo esclarecidas, embora alguns estudos tenham sugerido que fatores genéticos tais como: tipo
e gravidade da hemofilia [10, 30], tipo de mutagcdo [26,31,32], etnicidade [33,34], histéria
familiar de inibidores [33,35], genes de resposta imune [36-43]; e ndo genéticos como: idade
do primeiro tratamento, intensidade do tratamento, infusdo continua e diferentes produtos

[19,44-47], influenciam no desenvolvimento dos inibidores do FVIII da coagulagao.

1.10 Fatores ambientais

1.10.1 Tratamento, ldade da primeira exposicdo, Tipos de produtos

Dentre os fatores de risco ndo genéticos, informacdes referentes ao tratamento ja foram
relacionadas. De modo geral, o desenvolvimento do inibidor surge em sua maioria, depois das
primeiras exposi¢oes ao fator VIII. De fato, mais de 50% dos inibidores desenvolvem-se
dentro de 15 dias da primeira exposi¢do, podendo se manifestar depois de 2-195 dias da
exposicao [18,19,47,48]. Os riscos relativos aos tipos de produtos usados no tratamento dos
pacientes (concentrado de FVIII recombinante ou derivado de plasma) geram controvérsias.
Um estudo mostrou que o uso terapéutico de FVIII recombinante aumenta, em cerca, de 2,4

vezes o risco de desenvolver inibidores se comparado ao uso de FVIII plasmatico [46].
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1.11 Fatores genéticos
1.11.1 Gravidade da hemofilia

A gravidade da doenga parece ser um dos fatores mais importantes observados. De fato,
a formacdo do inibidor € principalmente uma complicacio de Hemofilia A grave, 90% dos
inibidores ocorrem entre os 50% de pessoas com hemofilia A grave [19]. Outras pesquisas
relatam que a incidéncia de inibidor € de 21% a 52%, entre pacientes com hemofilia A grave,
e de 21% e 33% quando em conjunto com hemofilia A moderada, sendo menos frequente

entre os outros niveis (moderado e leve) [18,29].

1.11.2 Etnia e Historia de inibidores na familia

A etnia foi associada a predisposicdo de desenvolvimento do inibidor. Um estudo
mostrou que os americanos com descendéncia africana apresentavam um risco maior de
desenvolvimento de inibidores [31]. Essa associacdo com os Africanos também foi mostrada
por um estudo, o qual investigou as predisposicdes genéticas ao desenvolvimento do inibidor,
incluindo a etnia e histéria de inibidor na familia. Os resultados mostraram que a incidéncia de
inibidores encontrava-se elevada no subgrupo de pessoas com descendéncia africana, quando
comparados aos caucasdides (27,4% vs. 55,6%). Ainda, de acordo com esse estudo, foi
observado que o risco para formagdo de inibidor aumentou significantemente em pacientes
com histéria familiar de inibidores; das 388 familias analisadas, 48% dos pacientes positivos
para o inibidor tinham histéria familiar de inibidores, comparados aos 15% dos pacientes sem
histéria familiar de inibidores (RR = 3,2) [33].

Num estudo realizado com 113 familias com dois ou mais irmaos positivos para o
inibidor, no qual foram estudadas as alteragdes genéticas e o desenvolvimento de inibidores
em irmaos com Hemofilia A grave, foi observado que 69,9% dos pacientes positivos para o
inibidor tinham irmaos também positivos [26]. Fatores ambientais, tais como infec¢des e o
tipo de tratamento, influenciam a resposta imune e, portanto, o risco de desenvolver inibidores
em cada familia. Entretanto, é improvdvel que estes fatores ndo genéticos possam por si
proprios explicar as concordancias encontradas. Estas observacdes sugerem que deve haver
diferencas fundamentais na resposta imune que podem estar baseadas em marcadores

genéticos [16].

1.11.3 Mutacoes no gene do Fator VIII
Até o ano de 2007, foram relatados mais de 1200 tipos de mutagdes associadas a doenca,

pelo banco de dados eletronico HAMSTeRS. O grupo com maior risco de produzir anticorpos
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anti-FVIII é aquele em que os individuos apresentam maiores alteracdes no gene, tais como
mutacdes sem sentido, inversdes ou grandes delecdes [26,32,35]. Na Hemofilia A, as
mutacdes que estdo mais associadas com o risco de desenvolver inibidores, é a mutagdo por
inversdo do intron 22 (30-50%) e intron 1 (2-5%) [24]. Num estudo feito no México, foram
analisadas as muta¢des por inversdo no intron 1 em 94 pacientes, onde nenhum paciente
apresentou a mutacao, mas 45% (14/31) dos pacientes, selecionados ao acaso, apresentavam a
mutacdo no intron 22. Foram realizados testes para detec¢do do inibidor em 28 desses 31
pacientes, resultando em 8 (29%) pacientes com inibidor [49]. Semelhantes resultados foram
encontrados dentre 101 mutaces investigadas nos pacientes hemofilicos da India, sendo que
as principais mutacdes foram 2% inversdes no intron 1 e 51% no intron 22 [50]. No Brasil,
num estudo com 86 pacientes brasileiros caucasianos com hemofilia A, foram investigados a
ocorréncia de mutacdes por inversdo em 47 pacientes. Destes, 33 (70%) eram portadores de
Hemofilia grave e 14 (30%) moderado ou leve. No subgrupo classificado como grave,
observou-se um aumento da frequéncia da mutacdo por inversdo (13/33, 39.4%), sendo a
maioria (11/13, 86.4%) mutacdo no intron 22 [51]. Um estudo de levantamento bibliografico,
envolvendo diversas populagdes da Europa e das Américas, observou que estas frequéncias de
mutacdes foram semelhantes em diversas populagdes [52]. Num estudo realizado entre
familias (Tabela 1), os pesquisadores demonstraram que, embora dados evidenciassem que a
mutacdo por inversdo no intron 22 estivesse associada com o desenvolvimento de inibidor,
muitos pacientes que também apresentam essa mutac¢do, nao desenvolveram o inibidor, pois

somente 65 (43,3%) dos pacientes com esta mutacao tinham presenca de inibidor [35].

Tabela 1. Frequéncia de mutacdes em familias estudadas por Astermark et al. (2005)

Tipo de mutacao Numero de familias %
Inversao intron 22 74 65,5
Sem sentido (Nonsense) 14 12,4
De sentido trocado (Missense) 9 8,0
Grande delecao/insercao 4 3,5
Pequena delecao/insergcéao 9 8,0
Mutagéo no local de splicing 3 2,6
Total 113 100

1.11.4 Polimorfismos nos genes das citocinas

As citocinas sdo proteinas secretadas pelas células da imunidade inata e adaptativa.
Adicionalmente, polimorfismos funcionais de citocinas anti e pré-inflamatérias sao
importantes moduladores da resposta imune. O ndo balanceamento na secre¢ao de citocinas

pode afetar o curso da resposta imune iniciada pela exposicao do FVIII proteico. Expressoes e
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producdes de citocinas sdo, em parte, geneticamente determinadas [43]. Os polimorfismos dos
genes das interleucinas (IL)-1p, IL-4 e IL-10 sdo conhecidos pela influéncia na produgdo de
anticorpos nas doengas auto-imunes. Foram estudadas associacdes destes polimorfismos com
o desenvolvimento do inibidor em pacientes com hemofilia A. Houve associagcdo positiva,
apenas com o alelo IL10+134G, o qual foi identificado em 44 (26,8%) dos 164 individuos
estudados. Trinta e dois (72,7%) desses 44 pacientes tinham anticorpo anti-FVIII, comparados
com 45 (37,5%) dos 120 pacientes sem o alelo. Dentre os 77 pacientes com histéria de
inibidor na familia, 32 (41,6%) também eram positivos para este alelo comparados com 12
(13,8%) dos 87 pacientes sem inibidor na familia (P = 0,001;0R = 4,4). Uma associagdo
também significativa para o alelo IL/0+134G foi observada no subgrupo de pacientes com
Hemofilia A severa (P = 0,001; OR =5,4) [42].

O TNF-a € uma importante citocina com fun¢des imunomoduladoras, que desempenha
uma potente acdo pro-inflamatdria e estimula a produgdo de outras citocinas € moléculas de
adesdo, na ativagdo de neutréfilos e células T e na producao de anticorpos pelas células B. O
polimorfismo desse gene tem sido associado com doencas auto-imunes mediadas por
anticorpos [25,41,53]. Foi realizado um estudo que analisou polimorfismos em 4 alelos do
gene TNF (-827C>T, -308G>A, -238A>G e 670A>G) em 164 pacientes hemofilicos A (124
grave, 26 moderada e 14 leve) e 78 familias com Hemofilia A.

Neste estudo, foi observada apenas a associa¢do do genétipo -308A/A com a formagdo
de inibidores. O alelo -308A foi identificado em 46 (59,7%) dos 77 pacientes com inibidor e
em 40 (46,0%) dos 87 pacientes sem inibidor (P = 0,87; OR = 1,7). A associac@o entre o
genotipo -308 A/A e a formacado de inibidores foram também estatisticamente significativos no
subgrupo de pacientes (124) com Hemofilia grave (P < 0,001;0R = 19,2) [41]. Em recente

estudo, resultados foram semelhantes a esses apresentados [43].

1.11.5 Sistema HLA de classe I e 11

O sistema imune desenvolveu-se para proteger o individuo. Para atuar efetivamente, o
sistema imune deve distinguir entre antigenos contra os quais uma resposta imune seria
benéfica e aqueles contra os quais esta se torna perniciosa [54].

Na espécie humana, os genes do MHC (do inglés, Major Histocompatibility Complex)
recebem a denominacdo de HLA (do inglés, Human Leukocyte Antigen), o qual estd
localizado no brago curto do cromossomo 6. O HLA ocupa um grande segmento de DNA, em
torno de, 3.500 quilobases (Kb). Esses locos genéticos contém a maior parte da informagao

necessdria para o desenvolvimento da atividade de apresentacdo de antigenos.
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A fungdo fisiolégica das moléculas do MHC estd relacionada com a apresentacdo de
peptideos as células T. De fato, as moléculas do MHC sdo componentes integrais dos ligantes
que a maioria das células T reconhece, pois os receptores de antigenos das células T sdo
especificos para complexos peptideos antigénicos e moléculas MHC do hospedeiro. Existem
dois tipos principais de produtos dos genes MHC, chamados de moléculas de Classe I e
moléculas de Classe II (Figura 7), que apresentam diferentes tipos de antigenos proteicos,
antigenos citossdlicos (intracelulares) e extracelulares. Assim, as células T CD4+ (geralmente
auxiliares) reconhecem antigenos em conjunto com moléculas de classe II, enquanto as células

CD8+ (geralmente citotdxicas) reconhecem antigenos das moléculas de Classe I [54,55,56].
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Figura 7. Mapa resumido do MHC humano ilustrando o agrupamento de genes do sistema
imunolégico.
Fonte: Traherne, 2008 [55].

Entre os grupos de genes das classes I e II, existem genes que codificam varios
componentes do sistema complemento e trés citocinas estruturalmente relacionadas, o TNF-a
(fator de necrose tumoral), a linfotoxina-o e a linfotoxina-f. Os genes do MHC que codificam
essas proteinas foram denominados MHC de classe III.

A geracdo de anticorpos para antigenos peptidicos ligados ao FVIII envolve uma
cooperacao celular que resulta na apresentacdo do antigeno ao Linfécito T (LyT) e linfécito B
(LyB). O processo inicial € derivado do processamento de proteinas pelas células

apresentadoras de antigeno (APC) e, posterior associacdo destes peptideos com moléculas

HLA presentes nestas células. Para proteinas extracelulares como o FVIII exégeno usado em
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pacientes com Hemofilia A, a molécula HLA de classe II € quem medeia o processamento dos
peptideos antigénicos [22].

Tentativas de identificar uma associacao entre alguns haplétipos de HLA de classe I e II
em relacdo ao risco de desenvolvimento do inibidor ndao foram conclusivas, contudo alguns
estudos apresentaram fracas associacOes entre alguns haplétipos HLA I e II no
desenvolvimento de inibidores.

Um estudo com 46 pacientes japoneses portadores de Hemofilia A, no qual 20 desses
pacientes tinham inibidores, foram tipados para os antigenos HLA-A, B e Cw e para os alelos
HLA-DQA1, DQBI, DRB1 e DPBI. Os resultados mostraram que a auséncia do HLA-A24
seria o principal risco para formacdo do inibidor, quando comparados com aqueles sem
inibidor (36,8% vs. 82,6%; P = 0,003; OR = 0,123). Ainda, de acordo com este estudo, os
alelos HLA-DRB1*04, DQB1*04 e DQA*0301 podem estar associados com o
desenvolvimento do inibidor [39].

Nao foi observada nenhuma diferenca significativa com HLA-Cw5 em pacientes
japoneses. Entretanto, numa populagdo americana, 44 pacientes com Hemofilia A, dos quais
28 ndo tinham inibidor e 16 eram positivos para inibidor; o HLA-CwS5 esteve frequente em 11
(39,29%) pacientes sem inibidor, enquanto que no grupo com inibidores, nenhum foi
encontrado. Portanto, a auséncia do HLA-Cw5 atuou como fator protetor no desenvolvimento
do inibidor (P<0,02) [36].

Num estudo realizado na Alemanha, foram caracterizados os alelos HLA de classe 1
(HLA-A, -B e -C) e I (HLA-DRBI, -DQA e -DQB) em 71 pacientes hemofilicos A, sendo 42
com inibidor e 29 sem inibidor e todos com 0 mesmo tipo de muta¢do - inversdo no intron 22.
Nao houve nenhuma forte associacdo significativa entre esses alelos e o desenvolvimento de
inibidor. Entretanto, HLA-A*03, HLA-B*07, HLA-C*07, HLA-DQA*0102, HLA-
DQB*0602 ¢ HLA-DRB1*15 foram encontrados na maioria dos pacientes com inibidor,
enquanto que HLA-C*02, DQA*0103, DQB*0603 e DRB1*13 foram encontrados em maior
frequéncia em pacientes sem inibidor, sugerindo assim uma prote¢cdo contra o
desenvolvimento de anticorpos contra o fator VIII. Embora fosse observada uma maior
frequéncia destes alelos, estatisticamente ndo foram significativos, concluindo assim que
apesar da molécula HLA classe II estar envolvida no mecanismo da formacdo desses
inibidores neste trabalho, o polimorfismo do loco HLA-DQ e DR ndo contribuiu para o
desenvolvimento de inibidores [38].

Em outro estudo, com 117 pacientes hemofilicos A, sendo 56 do tipo leve e com a

presenca da mutagdo Cis na Arg593 , foi possivel a genotipagem HLA de 45 pacientes (7 com
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inibidor e 38 sem) caucasianos de origem Alema. Todos os pacientes foram genotipados para
HLA-DQBI1 e HLA-DRB1/3/4/5. A frequéncia do HLA-DQB1*05 estava aumentada no
grupo de pacientes com inibidor (57%), comparada aquela de pacientes sem inibidor (32%).
HLA-DRB1*01 também estava aumentado em pacientes com inibidor (57%), comparado
aqueles sem inibidor (21%). Porém, neste estudo, todos estes resultados ndo alcancaram
significancia estatistica, sugerindo assim que o desenvolvimento de inibidores em criancas
com Hemofilia A nio teria relacdo com o perfil HLA classe II [40].

Similar resultado foi encontrado num grupo de 176 pacientes, no qual foi observado um
aumento na frequéncia do haplétipo HLA-DRB1501/DQB1°0602/DQA1°0102, em pacientes
com inibidor, mas somente HLA-DQA1*0102 foi estaticamente significativo (OR = 2,7; IC =
1,2-5,9). HLA-DRB1*01, HLA-DQB1*0501 e DRB1*0101 também estavam aumentados no
grupo de pacientes com inibidor, na presenca da mutacao inversao no intron 22, mas também
os valores ndo foram estatisticamente significativos [37].

Num estudo, onde foi analisado o polimorfismo do gene TNF e o HLA de classe I e 1,
foi verificada uma associacao entre os alelos HLA-A*26 e B*44 com a producao do inibidor.
O HLA-A*26 foi observado somente em pacientes hemofilicos A sem desenvolvimento de
anticorpos contra FVIII (RR = 0,96; P = 0,33), mas a frequéncia observada deste alelo foi
baixa. O alelo HLA-B*44 foi encontrado em 24 (31,2%) dos pacientes com inibidores (OR =
2,1; P =0,37). Contudo, esses valores niao foram estatisticamente significativos, conforme os
valores de P apresentados [41].

No mais recente estudo realizado na Alemanha, numa amostragem maior de pacientes
com Hemofilia A grave (130 pacientes com inibidor e 130 pacientes sem inibidor) e com o
predominio da mutac¢do por inversdo no intron 22 no total dos pacientes (57,1%), os alelos
HLA-DRB1*1501 e DQB1*0602 foram associados positivamente a formagao do inibidor (P
=0,0054; OR=1,99¢e P =0,0117; OR = 1,98, respectivamente) [43].

Embora alguns estudos tenham mostrado que o sistema HLA possa ser considerado
como fator de risco para o desenvolvimento de inibidores, a associacdo entre HLA e a
formacdo de inibidores do FVIII é diferente entre os diversos grupos étnicos avaliados e
conforme a geografia. Tais dados podem ser uteis no reconhecimento de grupos de alto risco

para a possivel formacgdo de inibidores nas diferentes populacdes.
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JUSTIFICATIVA

A Hemofilia A € uma desordem hemorragica que ocorre devido a deficiéncia do fator VIII
(FVIII) que faz parte da cascata da coagulacdo. A terapéutica desta doencga estd baseada na
administracdo do FVIII (liofilizado) logo apds um sangramento, antes de cirurgias ou como
profilaxia. No entanto, a administracido desses fatores nos hemofilicos pode desencadear uma
resposta imunoldgica humoral (desenvolvimento de inibidores/aloanticorpos) contra o fator
recebido. O desenvolvimento de inibidores € atualmente a complicagdo mais grave do
tratamento da hemofilia. O diagndstico desta complicacdo deve ser investigado ativamente
pela equipe de tratamento do paciente. O impacto dos inibidores no tratamento do paciente é
nefasto, e a erradicacdo do mesmo deve ser o objetivo principal do tratamento. A identifica¢ao
de fatores genéticos envolvidos na producdo de inibidores por pacientes hemofilicos auxiliaria
no reconhecimento de grupos de alto risco com predisposi¢ao genética para a formacdo destes
anticorpos inibidores. Este estudo proporcionaria também um maior esclarecimento dos

mecanismos envolvidos na producdo de inibidores por alguns individuos e nao por outros.

OBJETIVOS

Objetivo geral:

Estudar a associacdo entre genes HLA de Classe I e II e o risco de desenvolvimento do
inibidor em pacientes com hemofilia A do Estado do Parand, bem como relacionar outros
fatores de riscos associados através de levantamentos epidemioldgicos dos prontudrios dos

pacientes.

Objetivos especificos:

Em pacientes oriundos de Hemocentros Regionais de Maringé, Cascavel, Londrina, Curitiba e
regido, portadores de hemofilia A:

1. Identificar os alelos HLA de classe I (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e II (HLA-DRB1, HLA-
DQA1 e DQB1);

2. Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas para estes genes polimorficos nesta populagao;
3. Avaliar, por meio de uma andlise estatistica adequada, uma associagdo destes genes de

resposta imune com a producdo de anticorpos anti-fator VIII da coagulacao;
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4. Fazer levantamento dos dados dos pacientes através dos prontudrios como: idade, raca,

gravidade da doenca, outras doencas relacionadas, parentescos entre os pacientes, tipos de

produtos de concentrados de fatores usados, diagndsticos de inibidores e quantificagdo dos

inibidores, quando diagnosticadas anteriormente ao desenvolvimento da pesquisa.
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Artigo: “Influéncia dos alelos HLA de Classe I e II no desenvolvimento do inibidor em

pacientes com Hemofilia A do Sul do Brasil.”
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Resumo

Introduc¢ido: A Hemofilia A congénita é uma doenca ligada ao cromossomo X causada pela
deficiéncia ou diminuicdo da atividade pré-coagulante do Fator VIII (FVIII). Durante o
tratamento, alguns pacientes desenvolvem aloanticorpos (inibidores) que neutralizam a acao
do FVIII administrado exogenamente. Atualmente, a presenca do inibidor € o mais sério
evento adverso encontrado na terapia de reposi¢do. Alguns estudos t€ém sugerido que fatores
genéticos influenciam no desenvolvimento dos inibidores do FVIII de coagulacdao. Objetivo:
Identificar os alelos de classe I e II que possam influenciar na formacdo dos inibidores.
Métodos: Foram realizadas as genotipagens dos alelos de Classe I (HLA-A, -B e -C) e Classe
II (HLA-DRBI1, -DQA1 e -DQBI) de 171 pacientes com Hemofilia A, inclusos os 40
pacientes que tinham anticorpos contra o fator VIII. Resultados: HLA-A*03 (OR = 2,1; P =
0,0432), HLA-B*42 (OR = 6,84; P = 0,0285), HLA-C*16 (OR = 5,23; P = 0,0192) e HLA-
DRB1*14 (OR = 3,49; P = 0,0245) foram associados positivamente com a formacdo do
inibidor. Conclusées: Estes resultados confirmam que o HLA estd envolvido na produgdo do
inibidor e poderiam ser usados como uma ferramenta para reconhecer grupos de alto risco

para um possivel desenvolvimento de inibidores entre pacientes hemofilicos do Sul do Brasil.

Palavras-chave: Hemofilia A, inibidores, HLA.
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Abstract

Introduction: Congenital Hemophilia A is a chromosome-linked disorder due to the
deficiency or reduction of factor VIII (FVIII) procoagulant activity. During treatment, some
patients develop alloantibodies (FVIII inhibitors) that neutralize the action of exogenously
administered FVIII. Currently, the presence of these inhibitors is the most serious adverse
event found in replacement therapy. Some studies have suggested that genetic factors
influence the development of the FVIII inhibitors of coagulation. Aim: To identify the Class |
and II alleles that may be influencing the formation of inhibitors. Method: Genotyping of the
Class I (HLA-A, -B and -C) and Class II (HLA-DRBI, -DQA1 and -DQB1) alleles of 171
patients with Hemophilia A, including 40 who had developed antibodies to factor VIII was
performed. Results: After the comparison of the hemophilia group without inhibitors and the
hemophilia group with inhibitors, HLA-A*03 (OR = 2,10; P = 0,0432), HLA-B*42 (OR =
6,84; P = 0,0285), HLA-C*16 (OR = 5,23; P = 0,0192) and HLA-DRB1*14 (OR = 3,49; P =
0,0245) were positively associated with the formation of the inhibitors. Conclusion: These
results confirm that HLA is involved in inhibitor production and could be used as a tool for
recognition of groups at high risk of a possible inhibitor development among Southern

Brazilian hemophilic patients.

Keywords: Hemophilia A, inhibitors, HLA.
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Introducao

A Hemofilia A congénita ¢ uma doenca hemorragica de heranca ligada ao cromossomo X
causada pela deficiéncia ou diminui¢do da atividade pro-coagulante da glicoproteina Fator
VIII (FVIII), sendo caracterizada por manifestagcdes hemorrdgicas clinicamente varidveis
dependentes da quantidade de fator presente no plasma [1,2]. A incidéncia das hemofilias nos
diversos grupos étnicos € de, aproximadamente, 1:10.000 nascimentos masculinos.
Atualmente, no Brasil temos 6.881 (62,7%) pacientes com Hemofilia A e 1291 (11,7%)
pacientes com Hemofilia B, 705 destes pacientes com inibidor, sendo 9,9% hemofilicos A e
1,9% hemofilicos B [3].

O tratamento consiste na reposicdo do fator deficiente através de transfusdo de
concentrado de FVIII plasmatico humano liofilizado (pdFVIII) ou FVIII recombinante
(rFVIII) [4,5,6]. Alguns pacientes desenvolvem inibidores durante o tratamento (aloanticorpos
frequentemente da classe IgG1 e IgG4), os quais neutralizam a acdo do FVIII administrado
exogenamente, impedindo seu efeito hemostatico [7,8]. A incidéncia é de 18% a 28% e a
prevaléncia de 7% a 18% [5,7,8].

Em adi¢ao as complicacdes como artropatias, problemas relacionados ao acesso
venoso, hepatites virais e HIV, a formacdo do inibidor é atualmente o mais sério evento
adverso encontrado na terapia de reposi¢do [9]. Quando isto ocorre, o tratamento torna-se
mais caro e aumenta a taxa de mortalidade e morbidade [10]. As razdes porque algumas
pessoas desenvolvem inibidores e outras ndo, permanecem nao esclarecidas, embora alguns
estudos tenham sugerido que fatores genéticos tais como: tipo e gravidade da hemofilia [1],
tipo de mutacdo [11,12,13], etnicidade [14,15,16], histéria familiar de inibidores [15],
gendtipo do HLA [11,17-21]; e ndo genéticos como: idade do primeiro tratamento [22],
intensidade do tratamento[23], infusdo continua e diferentes produtos [24] influenciam no
desenvolvimento dos inibidores do FVIII da coagulagao [25,26].

Virias linhas de pesquisa indicam que a resposta imune desencadeada pela presenca do
FVIII ex6geno € um evento célula T-helper dependente que envolve células apresentadoras de
antigeno (APC) e linfocitos B. Para que os linfocitos B produzam anti-FVIII especifico, eles
precisam passar por processos de maturacdo que exigem o auxilio de linfécitos T especificos.
O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de Classe II tem um papel central no
reconhecimento de peptideos do FVIII apresentados pela APC [25,27,28]. Tentativas de
identificar uma associagdo entre alguns haplétipos de HLA de Classe I e II em relag@o ao risco

de desenvolvimento do inibidor ndo foram conclusivas [11,18,20,23,29].
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Até o momento, ndo hd dados referentes a associacdes entre HLA e hemofilia A no
Brasil, o qual apresenta uma populacdo miscigenada e com caracteristicas distintas de outras
populacdes ja estudadas. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo obter mais
informacdes sobre a influéncia dos alelos HLA de classe I e II no desenvolvimento do inibidor

em pacientes com Hemofilia A Sul do Brasil.

Pacientes e Métodos

Pacientes

Pacientes com hemofilia A cadastrados no CoagulopatiasDATASUSweb Estado do Parand
participaram da pesquisa por meio dos Hemocentros Regionais de Maringd, Londrina e
Cascavel, e do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Paranda (HEMEPAR) de Curitiba, no
periodo de 2007 a 2009. Dados como raca foram considerados de acordo com
caracteristicas/tracos fisicos do paciente. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringd e pelo Comité de Etica
da Secretaria de Sadde do Estado do Parana, Sul do Brasil.

De um total de 193 pacientes hemofilicos, 22 foram excluidos por apresentarem algum
tipo de parentesco e serem HLA-haploidénticos ou idénticos com seu parente, permanecendo
no estudo, um total de 171 pacientes. Inibidores de alta resposta foram definidos com um
histérico de pico de titulo >SUB/mL e inibidores de baixa resposta foram definidos com um
pico de titulo de SUB/mL ou menor. A doenca foi considerada grave quando o nivel de FVIII
foi menor que 1%; moderada, com nivel de FVIII de 1% a 5% e leve quando o nivel de FVIII

foi maior que 5% e menor que 40% [1].

Metodologia

O DNA foi extraido a partir de amostras de sangue coletadas por puncdo venosa e
armazenadas em tubos com EDTA, usando o kit EZ-DNA (Biological Industries, Beit
Haemek, Israel). Os alelos HLA de Classe I (HLA-A, -B, —C) e de classe II (HLA-DRBI,
-DQA1, -DQB1) foram genotipados pela reacdo em cadeia da polimerase, com sequéncias
especificas de oligonucleotideos (PCR-SSO), usando o kit da One Lambda (San Diego, CA) e
o sistema duo laser de citometria de fluxo LABScan™100x (Luminex ™). A defini¢io das

genotipagens foi realizada com o programa HLA Fusion (One Lambda, Inc., San Diego, CA).
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Analise Estatistica
As frequéncias dos alelos foram comparadas entre os grupos usando o Teste exato de Fisher

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2.cfm). O risco (OR = Odds Ratio) e o

intervalo de confianca de 95% foram calculados para as associacdes significativas

(http://www.braile.com.br/cientifica/pesqcien.htm). Os valores de P foram considerados

estatisticamente significativos quando menores que 0,05.

Resultados

Pacientes

No presente estudo, foram analisados 171 pacientes com Hemofilia A (1 a 71 anos). Quarenta
pacientes apresentavam diagnéstico de presenga do inibidor (2 a 61 anos) e 131 pacientes ndo
o possuiam (1 a 71 anos). Entre os pacientes com Hemofilia A com presenca do inibidor,
houve uma frequéncia de 32 (80%) pacientes com inibidor de alta resposta e 8 (20%)
pacientes de baixa resposta; em ambos os casos, a maioria dos pacientes foi considerada com
hemofilia grave 30/32 e 6/8 , respectivamente.

A gravidade da doenga, quanto ao nivel de fator VIII, foi analisada entre os grupos de
pacientes com inibidor e sem inibidor conforme a Tabela 1. Em ambos os grupos, houve
predominio de pacientes graves, 36 (90%) e 86 (65,6%), respectivamente. A associacdo entre
o nivel grave e a presenca do inibidor (P = 0,0025) e entre o nivel leve e a auséncia do
inibidor (P = 0,0135) pdde ser observada.

Os grupos étnicos das populacdes com hemofilia A com e sem inibidor foram
considerados mistos, devido a mistura de brancos, mulatos, negros e indigenas, com
predominio da raca branca 32 (80,0%) e 111 (84,7%), respectivamente. Ainda nessa questao,
chama a atencdo o fato que entre mulatos 7/21 (33,3%) apresentaram inibidor contra 32/143
(22,4%) dos caucasoides. No entanto, isso fica menos expressivo se considerar mulatos mais
negros, onde 7/25 (28%) desenvolveram inibidor. A distribuicdo dos grupos étnicos nos
grupos com hemofilia A estd apresentada na Tabela 1.

Além do possivel risco do desenvolvimento do inibidor em pacientes com Hemofilia,
durante o tratamento transfusional, antes da década de 90, outra complica¢do importante era o
alto risco de contaminacdo pelos virus da hepatite C e B e pelo HIV pds-transfusdo. Diante
desses fatos, a Tabela 1 mostra a prevaléncia dos tipos soroldgicos em cada grupo de
hemofilico A com e sem inibidor. A soropositividade para Hepatite C foi predominante nos
dois grupos, 13 (32,5%) com inibidor e 65 (49,6%) sem inibidor. Nesses pacientes, ¢ comum

haver mais do que uma associacdo, por exemplo, 2 (5,0%) dos pacientes com inibidor e 17
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(13,0%) dos pacientes sem inibidor apresentaram as duas hepatites associadas em suas
sorologias; 5 (3,8%) dos pacientes sem inibidor também tinham associacdo com HCV e HIV e
apenas 1 (0,8%) paciente apresentou os 3 associados. No grupo dos pacientes com inibidor,

nenhum tinha sorologia positiva para HIV.

Frequéncias dos alelos HLA de Classe I e 11

Para observar a homogeneidade da populagdo, foram comparadas as frequéncias entre
pacientes com Hemofilia A com inibidor e sem inibidor. As frequéncias de alelos de HLA de
Classe I e I1, em pacientes com inibidores e sem inibidores, estdo apresentadas na Tabela 2 e
3, respectivamente. O alelo HLA-A*03 apresentou maior frequéncia em pacientes com
inibidores do que naqueles sem inibidores (17,5% vs. 9,2%; P = 0,044; OR = 2,10). Os alelos
HLA-B*42 (5% vs. 0,8%; P = 0,0285; OR = 6,84) e HLA-C*16 (7,5% vs. 0,8%; P = 0,0192;
OR = 5,23) também estavam mais presentes no grupo de pacientes com inibidor do que
naqueles sem inibidor. Em relacdo aos alelos do HLA de Classe II, apenas o DRB1*14
apresentou maior frequéncia no grupo com inibidor do que naqueles sem inibidor (8,8% vs.
2,7%; P = 0,0245; OR = 3,49). Dados como intervalos de confianga e resultados relevantes

entre os outros grupos, podem ser observados nas Tabelas 2 e 3.

Discussao

Em diversas populacdes étnicas e geograficamente distintas ja estudadas, a prevaléncia da
hemofilia A é de 1:10.000 nascimentos masculinos, sendo a hemofilia A (cldssica)
responsavel por 75% a 80% dos casos, e a hemofilia B, por 20% a 25% [3,30]. No Brasil,
segundo dados estatisticos do cadastro de coagulopatias hereditdrias, ha 8.172 pacientes com
hemofilia, sendo 62,7% com hemofilia A e 11,7% hemofilicos B. A prevaléncia de inibidor
nesta populacdo € de, aproximadamente, 11,8% [3]. No Estado no Parand, onde foi realizado o
estudo, estdo registrados, aproximadamente, 687 hemofilicos, sendo 83% hemofilicos A e
17% hemofilicos B, com prevaléncia do inibidor de, até o momento, 6,6%. A prevaléncia dos
inibidores anti-FVIII, apontada na literatura, é de 5% a 7% em pacientes com hemofilia e de
12% a 13% entre hemofilicos A grave [8].

Virios fatores de riscos para o desenvolvimento do inibidor, tanto de carater genético e
ambientais, foram apresentados por diversos estudos. A gravidade da doenca parece ser um
dos fatores mais importantes, pois 90% dos inibidores ocorrem entre os 50% de pessoas com
hemofilia A grave [5]. Outras pesquisas relatam a incidéncia de inibidor de 21% a 52%, entre

pacientes com hemofilia A grave, e de 21% e 33% quando em conjunto com hemofilia A
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moderada, sendo menos frequentes entre os outros niveis (moderado e leve) [7,31]. Em nosso
estudo, dos 40 pacientes com diagndstico de inibidor, 90% tinham niveis plasméticos de FVIII
menor que 1%, considerados como grave.

Dentre os fatores de risco ndo genéticos, informagdes referentes ao tratamento ja foram
relacionadas. De modo geral, o desenvolvimento do inibidor surge em sua maioria, depois das
primeiras exposi¢oes ao fator VIII. De fato, mais de 50% dos inibidores desenvolvem-se
dentro dos primeiros 15 dias de exposicdo, podendo se manifestar depois de 2-195 dias de
exposicao [23,24,25,32]. Os riscos relativos aos tipos de produtos usados no tratamento dos
pacientes (concentrado de FVIII recombinante ou derivado de plasma) geram controvérsias.
Um estudo mostrou que o uso terapéutico de FVIII recombinante aumenta, em cerca, de 2,4
vezes o risco de desenvolver inibidores se comparado ao uso de FVIII plasmatico [12,32].
Nessa populacdo estudada, mais de 95% dos pacientes foram expostos exclusivamente ao
pdFVIIL, ja que o uso de rFVIII no Brasil € ainda muito recente e limitado[3], motivo pelo
qual essa andlise nao pode ser realizada.

A respeito da etnia, dados histéricos sugerem que, a frequéncia do inibidor em
individuos afro-americanos com Hemofilia A grave € duas vezes maior do que em
caucasianos [14,15,16]. Neste estudo, a distribuicao das frequéncias entre os grupos étnicos
foi homogénea em todos os grupos, a qual pode ser justificada pela grande miscigenagdo
brasileira devido a aspectos histéricos [33,34]. A populacdo do Parand é predominantemente
de origem europeia (80,5%), com uma pequena, mas significativa contribuicio de genes
africanos (12,5%) e amerindios (7,0%) [35]. Em nosso estudo, os individuos foram
considerados de grupo étnico misto, pois segundo Parra et al. (2003), no Brasil, a nivel
individual, a cor de pele determinada pela avaliacdo fisica € um pobre preditor da
ancestralidade africana [36].

Estudos evidenciaram, que pacientes portadores de hemofilia A grave com histéria de
inibidor na familia t€ém um risco aumentado em desenvolver anticorpo contra o FVIII [15]. O
irmao de um paciente hemofilico com presenca de inibidor tem o risco de 50% de desenvolve-
lo, e se gémeos, aumenta para 68%, enquanto que o risco num membro da familia é de 10%,
indicando a existéncia de predisposi¢ao genética [25,37].

Nosso estudo avaliou 7 familias com pelo menos um individuo da familia com histéria
de inibidor. Dessas, somente 2 familias apresentaram o inibidor em dois membros (tio e
sobrinho) e nenhuma entre os irmaos. O que ndo caracterizou a predisposi¢do genética de

desenvolvimento do inibidor.
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Duas importantes varidveis, as mutacdes no gene do FVIII e aquelas relativas aos
genes da resposta imune, sdo candidatas moleculares como determinantes da predisposi¢ao
para o desenvolvimento do inibidor [11,20,21]. No entanto, a explicacdo para essa provavel
associacdo depende do tipo de mutagdo associada a determinado genétipo HLA. Ou seja, o
genétipo poderia ndo ser relevante em um determinado caso se a mutacdo associada ao
diagndstico de hemofilia A naquele caso fosse outro. Em nosso estudo, ndo foi possivel
relacionar o risco de desenvolver o inibidor de acordo com as mutacdes presentes no gene do
FVIIL. Na Hemofilia A, as mutagdes que estdo mais associadas com o risco de desenvolver
inibidores, € a mutagdo por inversao do intron 22 (30-50%) e intron 1 (2-5%) [25].

Considerando o importante papel do MHC na apresentacdo de antigenos peptidicos as
células T, e estas, por sua vez, no auxilio aos linfécitos B para a producdo de anticorpos
[25,26,27], muitos estudos, na tentativa de identificar uma associag@o entre alguns haplétipos
HLA de classe I e II em relagdo ao risco de desenvolvimento do inibidor foram realizados,
mas a maioria nao foi conclusiva [11,18,20,23].

Do ponto de vista imunolégico, os alelos MHC de classe II foram sugeridos serem
mais importantes do que os alelos MHC de classe I, na apresentacao de peptideos do FVIII
aos linfocitos T [25,27,28]. Diante disso, alguns recentes trabalhos focaram a genotipagem no
HLA de classe II e, para excluir a possibilidade de que o tipo de mutaciao envolvida no gene
pudesse mascarar a associacdo entre o risco da formacdo do inibidor frente a resposta
imunitaria, somente incluiram pacientes hemofilicos com mutacdes pré-definidas
(principalmente, a muta¢do no intron 22) [11,18,20,23].

Estudos anteriores mostraram que variantes HLA de classe I: A3, B7 e Cw7 e de classe
II: DR15, DQA1*0102 e DQB1*0602 foram mais frequentes nos grupos de pacientes
hemofilicos graves com inibidor, comparados aos pacientes hemofilicos sem inibidor; no
entanto, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa [11,18]. Posteriormente, em outro
estudo entre familias, as variantes citadas acima mostraram uma distribuicdo homogénea em
ambos os grupos; no entanto, o alelo HLA*A26 estava ausente no grupo com inibidores,
(protetor) e o B*44 mais frequente, associado ao risco de desenvolver o inibidor [20].

Num estudo, envolvendo uma pequena amostragem de pacientes com hemofilia A leve
(7 pacientes com inibidor e 38 pacientes sem inibidor), com a presenca da mutagdo cis
Arg593, as frequéncias dos alelos HLA-DQB1*05 e DRB1*01 foram maiores em pacientes
com inibidor, mas sem diferenca significativa [29]. J4 em outro estudo, com maior nimero de
pacientes com Hemofilia A grave (130 pacientes com inibidor e 130 pacientes sem inibidor) e

com o predominio da muta¢do por inversao no intron 22 no total dos pacientes (57,1%), os
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alelos HLA-DRB1*1501 e -DQB1*0602 foram associados positivamente a formacdo do
inibidor (P = 0,0054; OR =1,99 e P = 0,0117; OR = 1,98, respectivamente) [21].

Estudos que ndo relacionaram mutagdes presentes no gene do FVIII também mostraram
frequéncias importantes, a variante HLA-Cw5 esteve ausente no grupo de pacientes
hemofilicos A com inibidor (0/16) e numa frequéncia de 39,3% nos pacientes hemofilicos sem
inibidor (11/28) [17]. Em japoneses com Hemofilia A, o risco de desenvolver o inibidor foi
positivamente associado a maior frequéncia dos antigenos HLA-DR4, DQ4 e do alelo
DQA1*0301 quando comparados a um grupo controle de individuos normais, mas nao quando
comparados com os pacientes hemofilicos sem inibidor [19]. Num estudo recente, realizado
na Pensilvania, ndo houve associagdes entre 14 alelos de HLA II encontrados e o
desenvolvimento do inibidor [23].

No presente estudo, associagdes de alelos HLA Classe I e II foram observadas com os
pacientes hemofilicos A que desenvolveram inibidor. Houve maiores frequéncias de HLA-
A*03, B*42, C*16 e DRB1*14 em pacientes com inibidor quando comparados aos pacientes
sem inibidor.

A alta frequéncia do alelo HLA-A*03 em pacientes com a produ¢do do inibidor ja foi
observada em outros estudos, de diferentes regides [11,18], o que mostra um padrdo de
distribuicao entre as diferentes populacdes analisadas. Nossos resultados confirmam essa
associacdo, pois esse alelo estd presente em 17,5% dos pacientes com inibidores e em 9,2%
daqueles sem inibidores, numa regido onde a frequéncia observada para esse alelo foi de 8,2%
entre individuos saudaveis [38].

O alelo HLA-B*42, o qual € mais encontrado em grupos étnicos de origem africana,
apresentou maior frequéncia nos pacientes hemofilicos com inibidor (5%) do que naqueles
sem o inibidor (0,8%). Na populacdo do Estado do Parand, mesmo com 12,5% de individuos
de contribuicdo africana, as frequéncias desse alelo, em duas populagdes estudadas, foram de
0,8% e 1,4%, respectivamente [38,39]. No presente estudo, dos 4 pacientes com inibidor que
possuiam o alelo B*42, 3 (75%) eram mulatos, o que sugere que esse alelo pode estar
relacionado com a produg¢ado do inibidor em nossa regido devido a ancestralidade africana.

A frequéncia de HLA-C*16 no grupo de hemofilicos com inibidor (7,5%) nao foi
diferente estatisticamente daquela de individuos da nossa regido (5,5%) [38], contudo foi
maior no grupo hemofilico com inibidor do que naquele sem inibidor (7,5% vs. 1,5%). Nao ha
muitos estudos que mostrem a frequéncia desse alelo no Brasil, em Pernambuco (Nordeste do

Brasil) essa frequéncia foi de 10,0% e em Ribeirdo Preto (SP) de 4,8% [39].
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HLA-DRB1*#14 € um alelo encontrado com maior frequéncia em brancos brasileiros
(5,8%-8,1%) do que na populacdo caucasiana em geral (2,4%) [39]. Isso pode ser devido a
miscigenacdo com negros e indigenas em nossa populacao. Nesse estudo, houve associacao de
DRB1*14 com a producdo de inibidor, pois o alelo HLA-DRB1*14 foi mais frequente em
pacientes com inibidores (8,8%), do que naqueles sem inibidor (2,7%). Embora a frequéncia
de 8,8% esteja proxima a relatada em brancos brasileiros (5,8% a 8,1%) e a de 2,7% préxima
a de brancos de outras populacgdes (2,4%) [39], a presenca desse alelo pode ter sido um fator a
mais que contribuiu para o desenvolvimento do inibidor, pois os grupos com e sem inibidor
eram homogéneos em relacdo a etnia.

Embora alguns estudos tenham mostrado que o sistema HLA possa ser considerado
como fator de risco para o desenvolvimento de inibidores, a associacdo entre HLA e a
formacdo de inibidores do FVIII € diferente entre os diversos grupos étnicos avaliados e
conforme a geografia. Tais dados podem ser uteis no reconhecimento de grupos de alto risco
para a possivel formac¢do de inibidores nas diferentes populacdes.

Contudo neste estudo, embora os resultados confirmem que alelos HLA estejam
envolvidos na producdo do inibidor e possam ser usados para reconhecer grupos de alto risco,
com predisposi¢do genética para o desenvolvimento de inibidores, hd necessidade de uma
confirmacdo em outras populagdes, com um nimero maior de pacientes hemofilicos,

principalmente, daqueles produtores de inibidores.
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Tabela 1. Perfil dos Pacientes com Hemofilia A

Hemofilia A
Caracteristicas P
Inibidor (+) Inibidor (-)
Gravidade da Hemofilia N=40 N=131
Grave 36 (90%) 86 (65,6%) 0,0025
Moderado 4 (10%) 28(21,4%) 0,1629
Leve 0 (0%) 17 (13%) 0,0135
Raca
Branco 32 (80%) 111 (84,7%) 0,4718
Mulato 7 (17,5%) 14 (10,7%) 0.2743
Negro 0 (0%) 4 (3,1%) 0,5741
Branco x Indigena 1(2,5%) 2 (1,5%) 0,5528
Sorologia
Hepatite C (HCV) 13 (32,5%) 65 (49,6%) 0.0701
AIDS (HIV) 0 (0%) 6 (4,6%) 0.3378
Total Positiva 15 (37,5%) 68 (51,9%) 0.1479
Total Negativa 25 (62,5%) 63 (48,1%) 0.1479

Associagoes estatisticamente significantes estdo apresentadas em negrito.
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Tabela 2. Frequéncias de alelos HLA de Classe | em pacientes com Hemofilia A, com e sem inibidor.

Hemofilia A P
Loco A Inibidor (+) Inibidor (-) Inibidor (+) vs. Inibidor (-)
A*01 9 (11,3%) 23 (8,8%) 0,5134
A*02 18 (22,5%) 67 (25,6%) 0,6584
A*03 14 (17,5%) 24 (9,2%) 0.044 (OR=2,10; 1C=1,03-4,3)
A*11 4 (5%) 17 (6,5%) 0.7929
A*23 3(3,8%) 13 (5%) 0.7718
A*24 6 (7,5%) 36 (13,7%) 0.1734
A*25 0 (0%) 2 (0,8%) 1
A*26 2 (2,5%) 7 (2,7%) 1
A*29 5 (6,3%) 8 (3,1%) 0.1924
A*30 7 (8,8%) 14 (5,3%) 0,2887
A*31 4 (5%) 24 (9,2%) 0,3504
A*32 1(1,3%) 7 (2,7%) 0.6865
A*33 2 (2,5%) 5 (1,9%) 0.6676
A*34 0 (0%) 4 (1,5%) 0.5767
A*36 0 (0%) 1 (0,4%) 1
A*66 0 (0%) 1(0,4%) 1
A*68 5 (6,3%) 7 (2,7%) 0.1608
A*69 0 (0%) 1 (0,4%) 1
A*74 0 (0%) 1(0,4%) 1
Total 80 262
Loco B

B*07 7 (8,8%) 22 (8,4%) 1
B*08 6 (7,5%) 11 (4,2%) 0,2445
B*13 2 (2,5%) 2 (0,8%) 0,2342
B*14 1(1,3%) 11 (4,2%) 0.3079
B*15 9 (11,3%) 28 (10,7%) 0,8397
B*18 2 (2,5%) 15 (5,7%) 0.3789
B*27 0 (0%) 6 (2,3%) 0.3424
B*35 12 (15%) 39 (14,9%) 1
B*37 0 (0%) 0 (0%) 1
B*38 1(1,3%) 4 (1,5%) 1
B*39 1(1,3%) 11 (4,2%) 0.3079
B*40 6 (7,5%) 12 (4,6%) 0.3884
B*41 1(1,3%) 4 (1,5%) 1
B*42 4 (5%) 2 (0,8%) 0.028 (OR=6,84; 1C=1,23-38,1)
B*44 8 (10%) 29 (11,1%) 1
B*45 1(1,3%) 4 (1,5%) 1
B*47 0 (0%) 0 (0%) 1
B*48 1(1,3%) 2 (0,8%) 0,5516
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B*49
B*50
B*51
B*52
B*53
B*55
B*56
B*57
B*58
B*78
B*81
Total

Loco C
c*o1
Cc 02
C*03
C*04
C*05
C*06
c*07
C*08
C*12
C*14
C*15
C*16
C*17
Cc*18
Total

1(1,3%)

3 (3,8%)
13 (16,3%)
18 (22,5%)
2 (2,5%)

4 (5%)

18 (22,5%)
1 (1,3%)

7 (2,7%)
8 (3,1%)
19 (7,3%)
6 (2,3%)
6 (2,3%)
1 (0,4%)
0 (0%)
9 (3,4%)
3 (1,1%)
0 (0%)
1 (0,4%)
262

4,6%)
8,4%)
9,9%)
A4%)
7%)
,9%)
62 (23,7%)
8 (3,1%)
15 (5,7%)
5 (1,9%)
12 (4,6%)
4 (1,5%)
5 (1,9%)
2 (0,8%)
262

2 (
22 (
(
6 (21
(
8 (6

0.7043

0.6346
0.4417

0.4136

0.1234

0.3136
0.2209
0,1574
1
0.3789
0,7946
0,8811
0.6910
0.3789
1
0.3884
0.013 (OR=5,23; 1C=1,4-19,0)
0.2221
0.5516

Associagfes estatisticamente significantes estdo apresentadas em negrito.
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Tabela 3. Frequéncias de alelos HLA de Classe Il em pacientes com Hemofilia A, com e sem inibidor.

Hemofilia A P
Loco DRB1 Inibidor (+) Inibidor (-) Inibidor (+) vs. Inibidor (-)
DRB1*01 5 (6,3%) 23 (8,8%) 0.6418
DRB1*03 8 (10%) 22 (8,4%) 1
DRB1*04 8 (10%) 35 (13,4% 0.5635
DRB1*07 8 (10%) 27 (10,3%) 1
DRB1*08 7 (8,8%) 18 (6,9%) 0.6238
DRB1*09 0 (0%) 4 (1,5%) 0.5767
DRB1*10 4 (5%) 3 (1,1%) 0.0548
DRB1*11 7 (8,8%) 40 (15,3%) 0.1929
DRB1*12 1(1,3%) 8 (3,1%) 0.6910
DRB1*13 12 (15%) 29 (11,1%) 0,332
DRB1*14 7(8,8%) 7 (2,7%) 0.0245(0OR=3,49;IC=1,19-10,3)
DRB1*15 12 (15%) 30 (11,5%) 0.4366
DRB1*16 1(1,3%) 16 (6,1%) 0.1364
Total 80 262
Loco DQA1
DQA1*01 38 (47,5%) 98 (37,4%) 0,1181
DQA1*02 8 (10%) 27 (10,3%) 1
DQA1*03 9 (11,3%) 40 (15,3%) 0.4666
DQA1*04 5 (6,3%) 16 (6,1%) 1
DQA1*05 19 (23,8%) 79 (30,2%) 0,323
DQA1*06 1(1,3%) 2 (0,8%) 0.5516
Total 80 262
Loco DQB1
DQB1*02 13 (16,3%) 46 (17,6%) 0,8668
DQB1*03 25 (31,3%) 102 (38,9%) 0,2357
DQB1*04 4 (5%) 16 (6,1%) 1
DQB1*05 15 (18,8%) 42 (16%) 0.6077
DQB1*06 23 (28,8%) 56 (21,4%) 0,1754
Total 80 262

Associagbes estatisticamente significantes estdo apresentadas em negrito.
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CAPITULO 111

CONCLUSAO

O estudo realizado para identificagdo dos genes de resposta imune em pacientes portadores de

Hemofilia A provenientes do Estado do Parand, mostrou que:

1) A identificacdo dos genes HLA pode ser muito importante no reconhecimento de
grupos de alto risco para o possivel desenvolvimento de inibidores nas diferentes
populacdes. Em pacientes do Estado do Parand, os alelos HLA-A*03, -B*42, -C*16 e
-DRB1*14 foram associados positivamente a formacao dos inibidores.

2) Embora outros fatores nao genéticos tenham grande impacto no risco de
desenvolvimento de inibidores, a obten¢do desses dados € um grande limitante para
que se consiga chegar a essas afirmagdes. O sistema de cadastro dos pacientes
hemofilicos no Brasil mostrou-se um tanto falho quanto ao armazenamento de
informacdes a respeito dos seus pacientes. No sistema ndo € possivel colocar a data e
nem todos os resultados de inibidores quantificados, considerando entdo o paciente
com inibidor apenas pelo seu ultimo resultado de exame, dependendo sempre da
equipe para que faca a atualizacdo, de modo que informag¢des importantes ndo sejam
notificadas. Também ndo € possivel identificar parentescos pelo sistema.

3) Muitos pacientes apresentaram a presenca de anticorpos anti-HCV em suas sorologias,
assim como o HIV associado; contudo, essas associacdes ndo influenciaram no
desenvolvimento de inibidores desses pacientes.

4) Hé4 ainda um longo caminho a percorrer na identificagdo determinante para o
desenvolvimento de inibidores. E de grande importancia lembrar que, pacientes com
hemofilias complicadas pela presenga de inibidor sofrem constantemente riscos de
terem hemorragias graves com efeitos prejudiciais em potencial sobre a sua qualidade

de vida.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Frente aos resultados obtidos e de acordo com vérios estudos apresentados, torna-se
importante avaliar outros genes de resposta imune, como os polimorfismos de genes de
citocinas, além de, entre os aspectos genéticos, identificar possiveis mutagdes no gene do
fator VIII. O conjunto dessas informagdes levaria a um maior conhecimento dos mecanismos
envolvidos na produc¢ao de inibidores por alguns individuos e ndo por outros.

Como o Brasil é um pais que tem grande miscigenacdo entre a populacgao, fica clara a
necessidade de que estudos como esse sejam realizados em outros estados, para que se possa
chegar a uma conclusdo sobre os fatores de riscos associados ao desenvolvimento de inibidor
em nossa populacdo nacional. Isto também contribuiria para a solu¢do de uns dos fatores
limitantes de nossa pesquisa, que foi a necessidade de confirmacdo dos resultados com um

nimero maior de pacientes hemofilicos, principalmente, daqueles produtores de inibidores.



