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RESUMO

A hemofilia congénita é uma doenga hemorragica resultante da deficiéncia dos fatores VIII
(FVI) na hemofilia A ou IX (FIX) na hemofilia B. Individuos com hemofilia necessitam de
infusdes frequentes de concentrados de FVIII ou FIX para profilaxia e/ou tratamento das
hemorragias, entretanto, durante o tratamento, cerca de 30% e 5% dos pacientes com
hemofilia A e B, respectivamente, desenvolvem anticorpos (inibidores) que inibem a
atividade coagulante do fator infundido, promovendo a ineficdcia da reposicao de fator. A
fisiopatologia relacionada ao desenvolvimento de inibidores é pouco compreendida. Estudos
anteriores avaliaram o perfil imunolégico de pacientes com hemofilia, mas nenhum estudo
acompanhou este perfil em diferentes fases da doenca. Esse projeto tem como objetivo
tracar o perfil imunoldgico de pacientes com hemofilia recém-diagnosticada, previamente
nao tratados com o concentrado de fator deficiente. Para isso, 32 pacientes foram incluidos
nos hemocentros de Minas Gerais, Espirito Santo, Parand e Rio de Janeiro, dos quais 28
(87,5%) com hemofilia A e 4 pacientes (12,5%) com hemofilia B. No momento da inclusdo, 22
(68,8%) ndo haviam recebido nenhuma dose de fator e 10 (31,2%) tiveram, no maximo, 4
dias de exposi¢dao ao fator. O perfil fenotipico leucocitario de 19 (59,4%) pacientes foi
avaliado a partir de imunofenotipagem por citometria de fluxo. Além disso, foram dosadas
citocinas, quimiocinas e microparticulas (MPs) de 28 (87,5%) pacientes com hemofilia A
(PHA) e 47 controles, também por citometria de fluxo. Observamos que o perfil fenotipico
leucocitdrio em pacientes com hemofilia recém-diagnosticada é heterogéneo. Os niveis de
MPs de plaquetas, leucdcitos totais, linfécitos T, neutrdfilos, mondcitos e eritrdcitos nos
pacientes virgens de fator (ODE) foram maiores quando comparados aos controles (p<0,05).
Também observamos maiores niveis de IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10 e menores niveis de MIG nos
pacientes quando comparados aos controles (p<0,05). Os pacientes com mais de um dia de
exposi¢do (>1DE) apresentaram niveis elevados de IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IFN-y e IL-2 com
relacdo aos controles, além de uma reducdo nos niveis de MIG. Em conclusdo, verificamos
que o perfil imunolégico modulado por citocinas e quimiocinas difere entre pacientes que
nunca tiveram contato com o FVIII, pacientes que receberam até 4 dias de exposicao ao fator
VIl e grupo controle, sugerindo uma resposta imunoldgica modulada a partir da tentativa de

controle da hemostasia nos pacientes com hemofilia A.

Palavras-chave: hemofilia, microparticulas, citocinas, quimiocinas, imunofenotipagem



ABSTRACT

Congenital hemophilia is a hemorrhagic disease resulted from deficiency of factor VIII (FVIII)
in hemophilia A or IX (FIX) in individuals with hemophilia B. Hemophilia requires frequent
infusions of FVIII or FIX concentrates for prophylaxis and/or treatment of hemorrhage.
However, during treatment, approximately 30% and 5% of patients with hemophilia A and B,
respectively, develop antibodies (inhibitors) which inhibit the coagulant activity of the
infused factor promoting ineffective factor replacement. The pathophysiology related to the
development of inhibitors is poorly understood. Previous studies have evaluated the immune
profile of patients with hemophilia, but no study followed this profile at different stages of
the disease. This project aims to evaluate the immunological profile of previously untreated
patients before the start of factor replacement. For this, 32 patients were included in the
hemophilia centers of Minas Gerais, Espirito Santo, Parand and Rio de Janeiro, of which 28
(87.5%) with hemophilia A and 4 patients (12.5%) with hemophilia B. Upon inclusion, 22
(68.8%) patients received no factor VIII infusion and 10 (31.2%) had at most 4 days of
exposure to factor VIII. The leukocyte phenotypic profile of 19 (59.4%) patients was assessed
by using flow cytometry immunophenotyping. Furthermore, we also measured cytokines,
chemokines and microparticles (MPs) in 28 (87.5%) patients with hemophilia A (PHA) and 47
controls, also by flow cytometry. We observed that the phenotypic profile of leukocytes in
patients with hemophilia A is heterogeneous. Increased levels of MPs of platelets,
leukocytes, T lymphocytes, neutrophils, monocytes and erythrocytes were found in
previously untreated patients (ODE) when compared to controls (p <0.05). We also observed
higher levels of IL-4, IL-6, IL-8 and IL-10 and lower levels of the MIG patients compared to
controls (p <0.05). Patients with more than one exposure day to factor VIl (>1DE) showed
elevated levels of IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IFN-y and IL-2 compared to controls, including a
reduction in the levels of MIG. In conclusion, we found that the immune profile modulated
by cytokines and chemokines differ between previously untreated patients with hemophilia
A, patients who had less than four exposure days to factor VIIIl and control group. This
suggests that an immune response develops as a result from the attempt to control

hemostasis in patients with hemophilia.

Keywords: hemophilia, microparticles, cytokines, chemokines, immunophenotyping
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1. INTRODUCAO
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1.1. A coagula¢ao sanguinea

A hemostasia € um mecanismo dinamico e vital que, além de preservar a fluidez
sanguinea nos vasos, também impede o extravasamento de sangue para outros
tecidos. Esse mecanismo é mantido por proteinas plasmaticas, sintetizadas
principalmente pelos hepatdcitos na forma inativa, também chamadas de zimogénios.
A hemostasia primdria é a resposta inicial a interrupcdo na integridade do fluxo
sanguineo, mediada principalmente pela ativa¢do plaquetdria. A hemostasia secunddria
é caracterizada pela ativacdo de outros fatores plasmaticos que interagem para a

formacao do codgulo (MARCUS & SAFIER, 1993).

Em 1964, Macfarlane e Davie & Ratnoff propuseram um “modelo de cascata” que
descreve os mecanismos da coagulacdo sanguinea a partir de um sistema de
amplificagao (Figura 1). Para cada fator existe uma pré-enzima que pode ser convertida
em uma enzima ativa, de forma que a ativacdo de um zimogénio promove a catalisacao
do prdoximo fator e assim por diante. Esse modelo propde a existéncia de duas vias,
intrinseca e extrinseca, e foi aceito por quase cinquenta anos. Além de explicar a
interacdo dos fatores e proporcionar um avancgo significativo na compreensdo dos
mecanismos da coagulacdo, ele também permitiu o desenvolvimento de metodologias
laboratoriais, como o tempo de protrombina (TP), para avaliacdo das vias extrinseca e
comum, e o tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa), para avaliacdo das vias
intrinseca e comum. No entanto, apesar dos beneficios, este modelo nao reflete a
fisiologia da hemostasia in vivo. A “cascata de coagulacdo” defende a idéia de que as
duas vias atuam de forma independente, mas ndo explica o motivo de uma via nao
compensar alguma falha ocorrida na outra. Por exemplo, a deficiéncia dos
componentes iniciais da via intrinseca, como pré-calicreina e fator XIl (FXIl), associam-
se ao alargamento do TTPa, mas ndo as manifestacdes hemorragicas. Por outro lado,
pacientes que possuem deficiéncia de componentes como fator IX (FIX) e fator VIII
(FVII) apresentam graves casos de hemorragia apesar da via extrinseca normal, caso
semelhante ao dos pacientes com deficiéncia do FVII, quando a ativacdo do fator X (FX)
pela via intrinseca ndo supre os quadros hemorragicos (GAILANI & RENNE, 2007;
HOFFMAN & MONROE, 2007; SMITH, 2009; FERREIRA et al., 2010).
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Figura 01. Modelo da cascata de coagulacdo. Representacdo das vias intrinseca e extrinseca.
Modificado de HOFFMAN, MONROE, 2001.

Em 2003, Hoffman prop6s o “modelo celular” que explica a fisiologia da hemostasia
através da interacdo dos fatores de coagulacdo com a superficie celular. Esse modelo é
composto de trés etapas: iniciacdo, amplificacdo e propagacdo. Na fase de iniciagao, as
células extravasculares, carreadoras do fator tissular (FT), entram em contato com
componentes do sangue. O FT ativa o FVII que, por sua vez, ativa os FIX e FX,
culminando na formacdo de pequenas quantidades de trombina. Na fase de
amplificacdo, a trombina ativa parcialmente as plaquetas, que tém seus receptores e
sitios expostos para ligacao a fatores da coagulagdo. Nessa fase também ha a ativacao
do fator V (FV), FVIII e FIX. O FV é responsavel por clivar a ligacdo entre o FVIII e fator
von Willebrand (FvW), dissociando o complexo e permitindo que o FYW atue como
mediador na adesdo plaquetdria. Por fim, a etapa de propagacdo ocorre na superficie
das plaquetas agregadas ao local da lesdo, onde existe a formagao do complexo tenase
(FIX = FVIIIl — FX) e do complexo protrombinase (FX — FV), levando a conversdao de
grandes quantidades de protrombina em trombina e, consequentemente, resultando

na formacdo do coagulo de fibrina (HOFFMAN, 2003).

Para evitar que o processo de coagulacdo resulte na obstrucdo do vaso, alguns
anticoagulantes naturais como o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a proteina C
(PC), a proteina S (PS) e a antitrombina (AT), atuam inativando alguns fatores da

coagulacdo (FERREIRA et al., 2010).
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1.2. Fator VIl da coagulagdo

O gene que codificada o fator VIII, F8, estd localizado na extremidade do braco longo
do cromossomo X (Xg28) (Figura 2a), totalizando cerca de 0,1% de todo o
cromossomo. E composto por 186.000 pares de bases (pb), divididos entre 25 introns e
26 éxons (Figura 2b). Os introns representam cerca de 95% do gene, com
aproximadamente 177 Kilobases (Kb) e os éxons geram um RNA mensageiro de 9 Kb

(Figura 2c). (GITSCHIER et al., 1984).

O intron 22 (INT22) possui o maior numero de pares de bases de todo o F8, com 32 Kb,
e apresenta uma regidao CpG situada a 10 Kb do éxon 22, que pode funcionar como
regido promotora bidirecional para dois transcritos: F8A e F8B. O gene F8A possui 1,8
Kb e é transcrito em direcao oposta ao F8, enquanto o F8B, que é transcrito no mesmo
sentido do F8, possui 2,5 Kb. A funcdo do F8A e F8B ainda é desconhecida, no entanto,
sabe-se que cerca de 50% dos casos de hemofilia A classificados como grave sdo
decorrentes de um rearranjo molecular que leva a inversdo do intron 22 (NAYLOR et
al., 1992). Essa mutacdo é decorrente de uma recombinacdo entre uma regiao de 9,5
Kb do intron 22 (Int22h1) e uma de duas copias homdlogas do gene F8A (denominadas
Int22h2 e Int22h3) presentes a aproximadamente 500 Kb em diregcdo ao telébmero
(ANTONARAKIS et al., 1995). Outra inversao, presente em cerca de 5% dos casos de
hemofilia A grave, foi encontrada no intronl e descrita por Bagnall e colaboradores

(2002).

O RNA mensageiro (mRNA) do F8 possui duas regides nao traduzidas, uma de 150 pb
na extremidade 5" e outra de 1.806 pb na extremidade 3°. A janela de leitura aberta é
composta por 7.056 pb e codifica uma proteina precursora de cadeia Unica contendo
2.351 aminodcidos. Desses, 19 correspondem a sequéncia de um peptideo sinal que é
clivado durante a passagem da proteina pelo reticulo endoplasmatico, resultando em
uma proteina madura de 2.332 aminodcidos e aproximadamente 265 Kilodalton (kDa)

(WOOQOD et al., 1984).

A estrutura primaria do FVIII consiste nos dominios A, B e C (NH2-Al-a1-A2-a2-B-a3-
A3-C1-C2-COOH), que sdo ligados por ion metal e classificados em uma cadeia pesada

(A1-A2-B) e uma cadeia leve (A3-C1-C2) (Figura 2d). O FVII circula no plasma
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conjugado ao FVW através de ligacdo ao dominio C2. Esse complexo ndo-covalente
garante estabilidade ao FVIII que, ao ser dissociado, é rapidamente degradado na
circulagdo (WOOD et al., 1984; JACQUEMIN & AINT-REMY, 1998) (Figura 2e). A
ativacao por protedlise do FVIII é resultado da clivagem desse fator pela trombina
entre os dominios Al e A2, na posicdo Arg372, sitio al; entre os dominios A2 e B, na
posicdo Arg740, sitio a2 e, também, entre os dominios B e A3, na posicdao Argl.689,
sitio a3. A forma ativa (FVIlla) se dissocia do FVW e se liga ao FIX e a fosfolipidios de

membrana (VEHAR et al., 1984) (Figura 2f).
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Figura 2. Estrutura do gene e da proteina do Fator VIILI.

a) Localizagdo no cromossomo X (Xq28); b) Gene F8, composto por 26 éxons e os transcritos F8A e F8B,
localizados na regido do intron 22; c) Formagdao do RNA mensageiro, com duas regides ndo codificadoras
(5'UTR e 3°UTR); d) Estrutura primaria da proteina FVIII, representando os dominios Al, A2, B, A3, Cl e
C2 e os pontos de quebra nas regides al, a2 e a3; e) Proteina na forma inativa, associada ao FvW; f)
Ativacdo da proteina devido a clivagem pela trombina e dissociacdo do FvW (LAVIGNE-LISSALDE et al,
2009; KAUSHANSKY et al, 2011. Modificado).
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1.3. As hemofilias

A hemofilia é uma doenca hemorragica hereditaria, ligada ao cromossomo X,
caracterizada pela deficiéncia do fator VIII (hemofilia A) ou do fator IX (hemofilia B). As
hemofilias A e B acometem, respectivamente, 1:10.000 e 1:35.000 nascidos vivos do

sexo masculino (REZENDE, 2010).

A apresentagdao clinica das hemofilias A e B ¢é semelhante, caracterizada
principalmente por sangramentos intra-articulares (hemartroses) e hemorragias
musculares (hematomas) (PIO et al., 2009). Os episédios hemorragicos podem surgir
espontaneamente ou apds traumas, e variam de acordo com a atividade residual
coagulante do fator VIl ou do fator IX. Pacientes com niveis circulantes inferiores a 1%
do normal possuem a forma grave da doenca, apresentando hemartroses frequentes.
Os pacientes com hemofilia moderada possuem atividade do fator deficiente entre 1%
e 5% do normal e apresentam quadros hemorragicos mais brandos, principalmente
apos traumas, podendo também apresentar sangramentos espontaneos, mas com
menor frequéncia do que entre os pacientes com a forma grave da doenca. A hemofilia
leve é caracterizada por niveis de fator entre 5% e 40% do normal e resulta em
sangramentos mais comumente apdés traumas efou  procedimentos

invasivos/cirurgicos (ANTONARAKIS et al., 1995; WHITE et al., 2001).

A maior parte das altera¢des genéticas relacionadas ao desenvolvimento da hemofilia
A sdo decorrentes de mutac¢des de ponto, seguidas pelas delecdes, inser¢des e, entdo,
as inversdes no gene F8, como as inversdes dos introns 1 e 22 (PIO et al., 2009). As
alteragdes genéticas mais comuns na hemofilia B sao muta¢des de ponto, sendo em
sua maioria do tipo troca de sentido (MUKHERJEE et al.,, 2008). Também sdo
observadas deleg¢des, inser¢des e mutagdes sem sentido. Mutagbes que resultam na
auséncia do produto génico parecem estar relacionadas ao alto risco para
desenvolvimento de inibidor em hemofilia B, no entanto, esses dados ainda ndo sdo

totalmente esclarecidos (WARRIER & LUSHER, 1998; DIMICHELE, 2002).

O diagndstico laboratorial das hemofilias A e B deve ser suspeitado mediante
alargamento do tempo de TTPa, com TP normal. O diagndstico confirmatério requer a

realizacdo da dosagem dos fatores VIll e IX no plasma por meio da realizacdo de testes
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funcionais (mais frequentemente) e/ou antigénicos da coagulacdo. Nas hemofilias

leves, o TTPa pode estar normal.

Ainda ndo existe cura para as hemofilias. Assim, seu tratamento estd basicamente
fundamentado na administragdo de concentrados dos fatores deficientes (VIII ou IX)
em resposta aos episdédios hemorragicos ou para preveni-los (GILLES et al., 1993).
Esses concentrados de fator podem ser provenientes de plasma, isto &, purificados a
partir do plasma humano, ou de origem recombinante. Os fatores recombinantes sdo
classificados de acordo com o material utilizado em sua producdo e sua meia vida de
atuacdo. Fatores recombinantes de primeira e segunda geracdo sdo confeccionados
utilizando material biolégico em sua composicdo, ao contrdrio dos fatores de terceira
geracdo, que possuem seu processo de formulacdo e obtencdo completamente livre

de proteinas de origem humanas ou animal.

Pacientes com hemofilia grave devem receber infusdes profilaticas de concentrado de
fator VIIl ou IX de 1 a 3 vezes por semana, procedimento que deve ser iniciado por
volta de 1 a 2 anos de idade, antes da ocorréncia da segunda hemartrose (profilaxia

primaria) (BERNTORP et al., 2003).

Além dos episddios hemorragicos e suas complicacdes agudas, os pacientes com
hemofilia sofrem especialmente de trés tipos potenciais de complica¢des cronicas: (i)
as artropatias, que ocorrem em decorréncia dos sangramentos intra-articulares
recorrentes e podem levar a deficiéncia motora permanente; (ii) as doencas
infecciosas transmitidas por produtos derivados do plasma, das quais a contaminacdo
pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) e as hepatites B e C sdo os principais
problemas, e (iii) o desenvolvimento de aloanticorpos (inibidores) que inibem a funcdo
coagulante dos fatores VIl ou IX. Atualmente, em paises que possuem programas para
hemofilia bem estabelecidos, a ocorréncia da artropatia hemofilica e infeccdo por HIV,
hepatites B e C sdo praticamente inexistentes, em funcdo do advento da profilaxia
primdria e dos processos eficientes de reducdo e inativacdo viral dos hemoderivados
plasmdticos industrializados, respectivamente. Além disso, o advento dos
concentrados de fator de origem recombinante tornou inexistente a contaminacdo

viral por agentes conhecidos transmitidos pelo plasma humano. Assim, hoje, em paises
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com bons programas de hemofilia, sua principal complicacdo é o desenvolvimento de
inibidores, que leva ao aumento da morbimortalidade, dos custos em relagao ao

tratamento da hemofilia e piora na qualidade de vida dos individuos acometidos.

1.4. Inibidores em hemofilia

Os inibidores sdao anticorpos policlonais da classe 1gG (aloanticorpos), que atuam
através do bloqueio funcional dos epitopos das proteinas do FVIII e FIX, neutralizando

a atividade terapéutica do fator infundido (EHRENFORTH et al., 1992).

A incidéncia dos inibidores é de aproximadamente 33% em pacientes com hemofilia A
e 7,5% em pacientes com hemofilia B (DIMICHELE, 2002). A prevaléncia entre todos os
pacientes com hemofilia A e B é de 10%-30% e 1%-5%, respectivamente (DIMICHELE,
2002; GOUW et al., 2007a).

Deve-se suspeitar do desenvolvimento de inibidor quando a resposta terapéutica ao
fator deficiente (VIIl ou IX) passa a ser menos efetiva ou ndo efetiva. A ocorréncia de
hemorragias com maior frequéncia e dificil controle e o aumento no consumo de
concentrado de fator sugerem a presenca de inibidor. Entretanto, alguns pacientes
podem ndo apresentar manifestacdes clinicas evidentes. Nesses casos, o diagnostico

pode ser confirmado através de testes laboratoriais de rotina (DIMICHELE, 2008).

Os testes de triagem para identificacdo de inibidor devem ser realizados,
preferencialmente, com pelo menos trés dias de intervalo das infusdes do concentrado
do fator deficiente, quando os niveis plasmaticos de fator estiverem mais baixos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Os mesmos devem ser repetidos a cada 10 dias de
exposicdo ao concentrado de fator até o 502 dia de exposicdo e, entdo, a cada 6 a 12
meses, sendo considerado um dia de exposicdo (DE) cada dia do calendario que o
paciente receber a infusdo de fator, independente do volume e da quantidade de
doses administradas. O teste também deve ser realizado previamente a qualquer
procedimento cirdrgico ou invasivo ou em qualquer ocasido em que o paciente nao

esteja apresentando boa resposta ao tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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Quando o teste de triagem for positivo, o diagndstico deve ser confirmado através do
teste de Bethesda, primeiramente proposto por Kasper (KASPER, 1975) e modificado
em 1995, por Verbruggen e colaboradores (VERBRUGGEN et al., 1995). As
modificagGes para o teste de Bethesda foram sugeridas com o intuito de reduzir os
resultados falso-positivos, aumentando a especificidade do teste. A alteracao ficou
conhecida como variagdao de Nijmegen ou teste de Bethesda modificado. Por definigdo,
uma unidade Bethesda (UB) inibe 50% da atividade do FVIII ou FIX presente no plasma
(WHITE et al., 2001).

Atualmente os inibidores sdo considerados de origem multifatorial, mas o motivo pelo
qual alguns pacientes com hemofilia desenvolvem uma resposta imunolégica e outros
ndo ainda é desconhecido (EHRENFORTH et al., 1992). Os principais fatores de risco
descritos envolvem o tipo e a gravidade da hemofilia, a mutacdo associada e a
intensidade da infusdo com concentrados de fator (GOUW et al.,, 2007b; 2007c).
Pacientes cuja primeira exposicdo ao fator deficiente ocorre de forma intensiva, como
nos casos de cirurgias ou sangramentos graves, possuem maior risco de desenvolver
inibidor (GOUW et al.,, 2007c). Por outro lado, pacientes que utilizam o fator
terapéutico de forma profildtica apresentam uma reducdo de até 60% no risco de

desenvolvimento de inibidor (GOUW et al., 2007b; 2013b).

Existem relatos da associacdo entre o desenvolvimento de inibidor e o tipo de
concentrado de fator utilizado. Goudemand e colaboradores sugerem que pacientes
tratados com FVIII recombinante possuem maior risco de desenvolvimento de inibidor
quando comparado a pacientes tratados com FVIII plasmatico (GOUDEMAND et at.,
2006). Entretanto, outros estudos discordam e relatam que o tipo de fator infundido,
por si s, ndo se associa ao desenvolvimento de uma resposta imunoldégica (GOUW et
al, 2007a; 2013a). Trés estudos recentemente publicados demonstraram que uma
determinada marca de concentrado de fator recombinante de segunda geracdo se
associou a um maior risco de desenvolvimento de inibidor (GOUW et al., 20133;

CALVEZ et al., 2014; COLLINS et al., 2014).
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Com relacgdo aos fatores de risco genéticos, varios estudos sugerem associacdo entre a
mutacdo em F8 e a formagao de inibidores. Mutagdes nulas que resultam na auséncia
ou quase auséncia de expressdo da proteina, tais como inversdo dos introns 1 e 22,
grandes dele¢des e mutagdes sem sentido, apresentam maior incidéncia de inibidores
guando comparadas a outros tipos de mutacdes, tais como mutacdes de sentido
trocado, em sitio de processamento e pequenas delegbes, que sdo consideradas de
baixo risco para o desenvolvimento de inibidor (SCHWAAB et al., 1995;
FRAKHARZADEH & KAZAZIAN, 2000). Na hemofilia B, o desenvolvimento de inibidor
estd associado a grandes dele¢des ou outras graves alteracdes no gene F9. E sugerido
que a auséncia da proteina resulte em menor tolerancia ao tratamento, levando ao
aparecimento de uma resposta imunoldgica (WARRIER & LUSHER, 1998; DIMICHELE,
2002).

Negros e hispanicos possuem, respectivamente, 2,4 e 2,5 vezes mais chances de
desenvolverem inibidor quando comparados a caucasianos, o que sugere que a etnia
do paciente pode influenciar no aparecimento de anticorpos (GOUW et al., 2007b).
Viel e colaboradores (2009), descreveram que, dependendo do haplétipo, seis
proteinas (FVIII) diferentes podem ser codificadas (H1, H2, H3, H4, H5 e H6), sendo que
trés dessas proteinas (H3, H4 e H5) sdo encontradas apenas na populacdo negra Norte-
Americana. O Fator VIII recombinante comumente possui sua sequéncia de
aminodcidos compativel com os hapldtipos H1 e H2, presentes em todos os grupos
étnicos. Dessa forma, Viel e colaboradores (2009), sugerem que pacientes com
hapldtipos que codificam proteinas diferentes das encontradas no concentrado de
fator recombinante, principalmente H3 e H4, podem desenvolver uma resposta
imunolégica mais facilmente. Santos e colaboradores (2009), também observaram

maior prevaléncia de inibidor na popula¢do negra brasileira (SANTOS et al., 2009).

Alguns estudos revelam que polimorfismos em genes relacionados a resposta imune,
tais como o HLA, IL-1 e IL-10, possam estar relacionados ao desenvolvimento de
anticorpos (ASTERMARK et al.,, 2006; SANTOS et al.,, 2009; CHAVES et al., 2010a).

Entretanto, nem todos os autores reproduziram esses achados (BAFUNNO, et al.,
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2009). Em 2010, Chaves e colaboradores realizaram a analise de polimorfismos nas
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e TNF-a em pacientes com hemofilia atendidos na Fundagao
HEMOMINAS, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Ndo foi encontrada associacdo dos
polimorfismos presentes nos genes de IL-4, IL-5 e TNF-a com o desenvolvimento de
inibidor. Entretanto, portadores do haplétipo GCC/ACC, presente na IL-10,
apresentaram um risco 5,8 vezes maior de desenvolvimento de anticorpos anti-FVIII

(CHAVES et al., 2010a).

Assim, o desenvolvimento de inibidores parece ser resultante da predisposicao
genética do individuo e de condi¢cdes ambientais ou exdgenas. O conhecimento dos
fatores de risco relacionados ao desenvolvimento dos inibidores é crucial para sua
prevencao e o estabelecimento de terapéutica adequada para essa grave complicacdo

da hemofilia.

1.5. Imunologia e hemofilia

As células T sdo capazes de detectar antigenos através da interacdo com as moléculas
apresentadas pelas células apresentadoras de antigenos (APCs). As APCs, que podem
ser macrofagos, células dendridicas, enterdcitos, linfécitos B ou células endoteliais
(VAZ & FARIA, 1993), digerem parcialmente a proteina, acoplam os peptideos
derivados da mesma as moléculas do complexo maior de histocompatibilidade

humano (HLA) e os apresentam aos linfécitos T, que entao se tornam ativos.

As citocinas e quimiocinas sdo moléculas de baixo peso molecular que atuam como
mensageiros extracelulares, modulando a resposta imunoldgica. As quimiocinas sdo
responsaveis pela migracdo dos leucécitos, contribuindo para a resposta imune
adaptativa (CRUVINEL et al., 2010). As citocinas sdo produzidas por quase todas as
células do sistema imunoldgico natural e adaptativo e influenciam na direcao,

intensidade e resultado de muitos mecanismos efetores.

As células T auxiliares (Th) podem ser divididas em grupos de acordo com o padrdo de
citocinas secretadas. As células Th1 sdo conhecidas pela produgdo de IFN-y, TNF-o e IL-

2, que sdo citocinas pro-inflamatdrias e favorecem o desencadeamento de uma
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resposta imunoldgica a partir da ativacdo de fagdcitos e linfocitos, bem como
estimulacdo dos linfécitos B (MURPHY, 1998; MESQUITA et al., 2010; WAN, 2010). As
células Th2 estdao associadas a resposta humoral e favorecem a producdo de
anticorpos, proliferacdo e diferenciagdo das células B, tendo como mediadoras
citocinas anti-inflamatdrias/regulatérias, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (MESQUITA
et al., 2010; WAN, 2010).

Tanto os linfécitos T CD4 quanto os T CD8 ativados sdao importantes na modulagdo da
resposta imune dos inibidores em hemofilia, devido a produgdao diferencial de
citocinas, induzida pela infusdo da proteina exdgena, no caso, FVIIl ou FIX, que ndo é
reconhecida pelo organismo (LOLLAR, 2004; WHITE et al., 2005; CHAVES et al., 2008).
Embora o mecanismo exato de desenvolvimento de inibidor em hemofilia congénita
ainda nado tenha sido elucidado, acredita-se que o FVIIl infundido seja endocitado pelas
APCs, que clivam a proteina e apresentam seus peptideos as células T CD4 via HLA de
classe Il. Em adicdo, alguns fragmentos também podem ser apresentados as células T
CD8 através do HLA de classe I. Essas interacdes levam a expansao clonal do linfécito T
ativo que, ao secretar citocinas, induz a formacao de anticorpos inibidores do FVIII
pelos linfocitos B (LOLLAR, 2004; CHAVES et al., 2008). Paralelamente, células T
reguladoras produzem as citocinas IL-4, IL-10 e TGF-B e regulam a resposta imune inata
e adaptativa, provavelmente pela diminuicdo da atividade citotdxica das células T CD8
e NK, da perforina e INF-y (MESQUITA et al.,, 2010; VITELLI-AVELAR et al., 2005).
Acredita-se que esses mecanismos regulatérios possam diminuir a produgdo de

inibidores.

Os mondcitos e neutroéfilos sdo leucécitos com capacidade fagocitaria e desempenham
importante papel nas primeiras fases da reacdo inflamatdria (CRUVINEL et al., 2010).
Durante o tratamento com infusdao do fator deficiente, alguns pacientes apresentam
um perfil de resposta pro-inflamatério mediado por células T, que induz a sintese de
anticorpos 1gG1 anti-FVIll, sem atividade inibitéria (CHAVES et al., 2010b). Apds o
desenvolvimento de inibidor, parece ocorrer uma alteracdo desse perfil para um
estado anti-inflamatoério/regulatério, mediado por neutréfilos e mondcitos, com alta
expressao de IL-5 e IL-10, e baixos niveis de IL-2, IL-4, IFN-y e TNF-a, induzindo os

linfécitos B a produrizem anticorpos do tipo 1gG4 (CHAVES et al., 2010b). No entanto,



26

ainda ndo temos conhecimento de estudos que tenham descrito o perfil de ativacdo
celular e citocinas em pacientes com hemofilia antes do inicio do tratamento com
concentrado de fator. Ainda, até o presente momento, nenhum estudo avaliou o perfil

de quimiocinas em pacientes hemofilicos.

As microparticulas (MPs) formam uma populagdo heterogénea de pequenos
fragmentos (0.1-1.0 um) liberados da membrana plasmatica apds ativacdo celular ou
na fase inicial de apoptose (DISTLER et al., 2006). Em 1967, as MPs foram reconhecidas
em microscopia eletrénica como pequenas vesiculas, denominadas “platelet dust”, por
serem liberadas de plaquetas ativadas e também apresentarem atividade pré-
coagulante, sendo capazes de acelerar a coagulagdo sanguinea e otimizar a adesdo

plaquetdria (WOLF, 1967; BURNIER et al., 2009).

Essa atividade pro-coagulante pode ser explicada pela presenca de fosfolipidios, como
a fosfatilserina e proteinas, como o FT e a P-selectina, no exterior da membrana das
MPs, tornando a superficie celular catalitica para o complexo protrombinase e
possibilitando a adesdo de células como leucdcitos, neutrdfilos e monécitos (MEZIANI

et al., 2008; MAUSE & WEBER, 2010; GUEDDINGS & MACKMAN, 2014).

Apesar de as MPs circulantes serem encontradas em individuos saudaveis, diversos
estudos vém relacionando essas vesiculas as condicdes patoldgicas. Foi observada uma
reducdo nos niveis de MPs derivadas de plaquetas e endotélio em pacientes com
hemofilia apds a infusdo de fator VIII sob demanda (MOBARREZ et al., 2012). Proulle e
colaboradores descreveram aumento nos niveis de MPs pré-coagulantes, derivadas
principalmente de plaquetas, em pacientes com hemofilia e inibidor, logo apds a
infusdo do fator VIl ativo recombinante — rFVlla (Novoseven®). O mesmo ndo foi
observado em pacientes sem inibidor, tratados com fator VIII (PROULLE et al., 2004).
No ano seguinte, Proulle e colaboradores afirmaram que pacientes com hemofilia com
menos de 18 anos possuem maiores niveis de MPs quando comparados aos pacientes
maiores de 18 anos (PROULLE et al., 2005). No entanto, até a presente data, ndo
existem estudos que tenham descrito o perfil de MPs em pacientes com hemofilia

antes do inicio do tratamento com concentrado de fator.
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2. OBJETIVO
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2.1. Objetivo geral

Determinar o perfil imunolégico de pacientes com hemofilia recentemente

diagnosticada.

2.2. Objetivos especificos

- Analisar o perfil fenotipico de leucdcitos circulantes em pacientes com hemofilia

recém-diagnosticada;

- Analisar a concentragao plasmatica das citocinas INF-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-

17 em pacientes com hemofilia recém-diagnosticada e em controles sem hemofilia;

- Analisar a concentragdo plasmatica de quimiocinas IL-8, RANTES, MIG, MCP-1 e IP-10

em pacientes com hemofilia recém-diagnosticada e em controles sem hemofilia;

- Analisar a dosagem das microparticulas CD41, CD3, CD66, CD14, CD45, CD235 e CD51
no plasma de pacientes com hemofilia recém-diagnosticada e em controles sem

hemofilia;

- Comparar as concentragdes de citocinas e quimiocinas e de microparticulas
encontradas nos pacientes com hemofilia recém-diagnosticada com controles sem

hemofilia.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Desenho do estudo

Este projeto é um subprojeto do estudo multicéntrico de coorte prospectivo intitulado
“Avaliacdo dos fatores clinicos, imunolégicos e genéticos relacionados ao
desenvolvimento de inibidores em hemofilia”, e tem como objetivo analisar os
resultados obtidos a partir das dosagens realizadas no momento da inclusdo dos

pacientes, comparando-os com controles sem hemofilia saudaveis (Figura 3).

| TO - Diagndstico da hemofilia | T1 - Desenvalvimento de

inibidores ou 75° dia de exposigdo
sem desenvolvimento de
inibidores (1)

—‘ Anamnese e exame fisico |

—‘ Preenchimento de questionarios |

—{ Anamnese e exame fisico |

—‘ Genotipagem de F8 e F2 |

Testes soroldgicos
Testes imunoldgicos

—— Testes laboratoriais e
dosagem de inibidores

—‘ Preenchimento de questionarios |

| Acompanhamentos (1) |

—‘ Testes soroldgicos e imunoldgicos |

—| Testes laboratoriais e dosagem de inibidores |

—{ Anamnese e exame fisico |

T2 — Apds tratamento de
—‘ Preenchimento de questiondrios | imunotoleréncia (2)

—‘ Testes soroldgicos e imunoldgicos |

| Anamnese e exame fisico |

\—‘ Testes laboratoriais e dosagem de inibidores | | Presnchimento de questiondrios |

| Testes soraldgicos e imunoldgicos |

| Testes laboratoriais e inibidores |

Figura 3. Delineamento do estudo original.

3.2. Locais do estudo

O estudo é uma colaboracao entre a Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Minas Gerais, a Fundacdo HEMOMINAS, o Instituto Estadual de Hematologia Arthur
de Siqueira Cavalcanti (Fundacdo HEMORIO), o Centro de Hemoterapia e Hematologia
do Espirito Santo (HEMOES) e o Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parand

(HEMEPAR).
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Os participantes do estudo foram diagnosticados e acompanhados nos hemocentros
do Rio de Janeiro, Belo Horizonte, Curitiba e Vitdria. Nesses locais também foram
realizados os exames de rotina dos pacientes incluidos. As dosagens de citocinas,
quimiocinas e imunofenotipagem de leucécitos foram realizadas no laboratério do
Servico de Pesquisa da Fundacdo HEMOMINAS. As dosagens de microparticulas foram
realizadas no laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e Monitora¢cdao do Centro

de Pesquisa René Rachou/FIOCRUZ.

3.3. Populagio do estudo

Os participantes da pesquisa foram atendidos na Fundacdo HEMOMINAS, Hemocentro
do Parand (HEMEPAR), Hemocentro do Espirito Santo (HEMOES) e Hemocentro do Rio
de Janeiro (HEMORIO). Os pacientes foram incluidos consecutivamente apds
confirmacdo do diagndstico de hemofilia A ou B, sempre que possivel antes da

primeira infusdo de qualquer hemocomponente/hemoderivado.

Ap0s inclusdo, os pacientes foram encaminhados para a primeira avaliagdo clinica,
guando foram realizados anamnese e exame fisico, além da coleta de dados sécio-
demograficos, clinicos e laboratoriais através do preenchimento de formularios
padronizados. Também foi entregue ao participante do estudo uma cartilha de
acompanhamento, que foi preenchida pelo familiar responsavel no periodo de

intervalo entre as consultas.

A partir do diagndstico, os pacientes continuam sendo acompanhados através de uma
avaliagdo clinica periddica, com intervalos de no maximo 60 dias, realizada nos centros
participantes. Essas avaliagdes incluem a realizacdao de anamnese e exame fisico, assim

como preenchimento dos formuldrios de acompanhamento.

Todo participante possui um cddigo de identificagdo, que acompanha a amostra e

todos os formularios referentes a ele durante o estudo. O nimero de identificacdo do
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participante é composto pela sigla do Estado acrescido de uma barra (/) seguida por
um numero sequencial (de até trés digitos) do participante de acordo com a sequéncia
da sua inclusdo (Figura 4). As instrucOes para coleta, registro e transporte de amostras

estdo disponiveis no formuldrio 8 e no Manual de Coleta e Transporte de Amostras.

RJ/ 001 /EDTA, PR /001/CS/1

de coletas

E Codigo sequencial do paciente | | Codigo sequendisl do padente E

r |

Codigo do anticoagulante E Codigo do anticoagulants i

Figura 4. Orientacdo para identificacdo de amostras

O grupo controle é composto por individuos do sexo masculino, saudaveis, brasileiros,
na mesma faixa etaria que os pacientes incluidos no projeto (Interquartile range [IQR]
7,7-16,7 meses), todos coletados no Ambulatério de pediatria do Hospital das Clinicas
de Minas Gerais / UFMG. Os participantes do grupo-controle sdo eutroéficos, com
exame clinico sem alteracdes, normotensos, com peso, estatura e indice de massa
corporal (IMC) dentro dos limites da normalidade, fungdo renal normal e sem passado

morbido digno de nota.

3.4. Consideragoes éticas do estudo

O estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais, Fundagao HEMOMINAS, Fundacao HEMORIO, Fundagcdo HEMEPAR e
Fundacdo HEMOES. Todos os responsaveis pelos pacientes assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).

3.5. Coleta de amostras
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No momento do diagndstico (TO) foram coletados dois tubos de sangue periférico,
contendo citrato de sddio 3,2%, para determinacdao da atividade coagulante dos

fatores VIl e IX e andlise do perfil imunolégico (Tabela 1).

As amostras foram coletadas, sempre que possivel, antes da primeira infusdo de
concentrado de fator VIl ou IX, e, necessariamente, antes de 5 dias de exposicdo ao
tratamento. Fatores que podem influenciar os niveis de citocinas, quimiocinas e
microparticulas tais como, alergias, vacinacdo, infeccdes e inflamacgbes, bem como
medicamentos utilizados para o tratamento e qualquer condi¢do correlata, foram

identificados através de formularios padronizados.

Tabela 1. Coleta de amostra bioldgica

Fase do estudo Tipo de anticoagulante Exame realizado

Determinacdo da atividade coagulante dos

. g 0,
TO Citrato de Sédio 3,2% fatores VI e IX

Imunofenotipagem / Dosagem de
TO Citrato de sédio 3,2% microparticulas / CBA para dosagem de
citocinas e quimiocinas

TO, momento da inclusdo do paciente no estudo; CBA, Cytometric Bead Array.

3.6. Testes laboratoriais

3.6.1. Determinagao da atividade coagulante dos fatores Vil e IX

Esses testes sdo rotineiramente realizados nos laboratérios de coagulacdo dos centros
de hemofilia (HEMOMINAS, HEMORIO, HEMEPAR e HEMOES) ao diagndstico do

paciente, para definicdo do tipo de hemofilia (A ou B) e classificacdo da gravidade.
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Para garantir que a dosagem de FVIII:C e FIX:C seja referente ao fator enddgeno, é
importante que haja um periodo minimo de 15 a 30 dias entre a coleta das amostras
destinadas a essa analise de FVIII:C e FIX:C, respectivamente, e a Ultima infusdo de
concentrado de fator, o que nem sempre é possivel garantir. E altamente desejavel
gue esta dosagem seja realizada ao diagndstico do paciente, isto é, anterior a infusdo

de quaisquer produtos contendo fator VIl ou IX.

Para tal, 5-10 mL de sangue venoso foram coletados em citrato de sddio 3.2%. O
sangue total foi centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos a 4°C. O plasma separado foi
armazenado em tubos de polipropileno (tipo eppendorf) em aliquotas de 500 pL e

congelado imediatamente a -80°C.

Para a determinacdo da atividade coagulante dos FVIII e FIX dilui-se o plasma de cada
paciente na proporc¢do de 1:5 com Tampao Imidazol (0,1 mL de plasma + 0,4 mL de
tampao). Ao volume de 0.1 mL desta diluigdo foram adicionados 0,1 mL de plasma
deficiente (em fator VIl ou IX, conforme a atividade a ser testada) e 0,1 mL de cefalina.
Essa mistura foi incubada a 37°C por 3 minutos, sendo entdo adicionado 0,1 mL de
cloreto de calcio 0,025 M e registrado o tempo de formacdo do coagulo. O resultado
foi fornecido em tempo e calculado em atividade (%) a partir de uma curva de
calibracdo realizada com amostras normais (pool de plasma de controles normais). Os
testes foram realizados em duplicata, sendo o resultado final a média entre as duas

dosagens.

3.6.2. Analise do perfil imunolégico

Neste estudo, analisamos as concentra¢des de microparticulas, citocinas e quimiocinas
totais no plasma dos pacientes recém-diagnosticados em hemofilia e em controles.
Nos pacientes provenientes da Fundacdo HEMOMINAS e HEMOES, também foi

realizada a imunofenotipagem de leucdcitos do sangue periférico.

A dosagem de MPs, CBA e imnofenotipagem foi realizada apenas uma vez.
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3.6.2.1. Andlise fenotipica de leucdcitos do sangue periférico

Para realizacdo da imunofenotipagem foram coletados aproximadamente 4 mL de
sangue total de veia periférica, contendo citrato de sdédio a 0,124 M como

anticoagulante.

O volume de 1 uL de cada anticorpo foi adicionado a nove tubos de 5 mL de
poliestireno, de acordo com as especificacdes na Tabela 2 (Apéndice A — Tabela
suplementar 1). Foram adicionados 50 uL de sangue total a cada um dos tubos e a
mistura foi entdo incubada por 30 minutos em temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. Ao final do periodo de incubagdo, foram adicionados 2 mL de solugdo de lise
eritrocitaria 1 X (10 mM Tris-HCI, 11% sacarose, 5 mM MgCl2, 1% Triton X-100, pH 8,0)
sob agitacdo e os tubos incubados a temperatura ambiente por 10 minutos ao abrigo
da luz. Centrifugou-se os tubos a 1.300 rpm por 7 minutos a 18°C e o sobrenadante foi
descartado por inversdo. Foi adicionado 1 mL de PBS-W (tampdo fosfato
suplementado com 0,5% de soro-albumina bovina e 0,1% de azida sddica) e
novamente os tubos foram centrifugados a 1.300 rpm por 7 minutos a 18°C, sendo o
sobrenadante descartado por inversdao. O processo de lavagem foi repetido com 2 mL
de PBS-W. Apds desprezar o sobrenadante, os tubos foram agitados, as células
ressuspendidas em 300 pL de solucdo fixadora MaxFacsFix (MFF) (10,0 g/L de
paraformaldeido, 10,2 g/L de cacodilato de sédio e 6,65 g/L de cloreto de sddio, pH
7,2) e incubadas a 4°C por 10 minutos. A leitura foi realizada em citometro de fluxo BD

Accuri™ C6 (BD Biosciensce, San Jose, Estados Unidos).

Os pacientes foram avaliados de acordo com a expressao de moléculas de superficie

com a finalidade de se determinar o fenédtipo presente (Tabela 3).
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Tabela 2. Marcadores e fluorescéncias utilizados na realizagdo da imunofenotipagem por

paciente.
Tubos Marcadores / Canal de leitura
FL1 FL2 FL3 FL4
1 CDh4 HLA-DR CD8 -
2 CD3 CD56 CD16 -
3 CD5 HLA-DR CD19 -
4 CD16 HLA-DR CDh14 -
5 CD32 - CDh14 CD19
6 CD19 CD27 - CD20
7 - CD80 CD86 CD19
8 CDh64 - CDh14 -
9 CDh4 CD25 - -

FITC, Fluoredceinisothiocyanate; PE, Phycoerythrin; TC, TriColour; APC, Allophycocyanin; FL, canal de
fluorescéncia; CD, cluster of differentiation.

Tabela 3. Marcadores para avaliacdo de leucécitos

Marcador

Fenétipo alvo

CD4*HLA-DR*
CD8*HLA-DR*

CD3CD16*CD56

CD3*CD16*
CD5*CD19*
CD19*HLA-DR*
CD14*HLA-DR*
CD16*HLA-DR*
CD19*CD32*
CD19*CD20*
CD19*CD27*
CD19*CD80*
CD19°CD86*
CD14*CD64+
CD14*CD32*
CD4*CD25*

Linfécito T CD4
Linfocito T CD8

Células pré-NK
Células NK
Linfécitos B1
Linfécitos B ativos
Monécitos
Neutréfilos
Modulador negativo de IgG
Linfécitos B maduros
Linfécitos B de memoria
Linfécitos B ativados com alta expressao de CD80
Linfécitos B ativados com alta expressao de CD86
Mondcitos ativados com alta expressdao de CD64
Mondcitos senecentes
Linfécitos T reguladores

Os marcadores CD3, CD16 e CD56 foram avaliados dentro do gate de linfécitos; CD5, CD19, CD20, CD27,
CD80 e CD86 foram avaliados a partir da populagdo de linfécitos B. NK, Natural Killer; 1gG,
Imunoglobulina G. HLA-DR, Human leukocyte antigen; CD, cluster of differentiation.
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3.6.2.2. Andlise de microparticulas

Para dosagem de MPs, o plasma foi centrifugado por 5 minutos, em temperatura
ambiente, a 13.000 x g. Um volume de 100 pl do sobrenadante foi transferido para um
novo tubo contendo 300 pl da solugdo de citrato de sddio (0,124 M) (BD, Franklin
Lakes, USA) e heparina (5.000 unidades) (Roche, Rio e Janeiro, Brasil), na proporcao
1:3. A mistura foi centrifugada a 1.500 x g por 90 minutos a 15°C e o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado. O pellet foi ressuspendido em 100 pl tampado de anexina
(BD Pharmingen, San Jose, Estados Unidos) e entdo transferido para uma placa
contendo 2,5 pl de FITC Anexina V (BD Pharmingen, San Jose, Estados Unidos) em
todos os pocos e 4 pl de cada um dos anticorpos (descritos na Tabela 4). A placa foi
incubada por 30 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apéds a
incubacdo, 300 ul de tampdo de anexina (BD Pharmingen, San Jose, USA) foram
adicionados na concentracdo 1 X e a solucdo foi transferida para os tubos de andlise. A
leitura foi realizada no citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose,

Estados Unidos).
Para determinagdo das MPs/uL foi utilizado o seguinte calculo:
MPs/uL = (N x 400)/(60 x 100)

Onde N é o numero de eventos adquiridos na regido das MPs, 400 é o volume total em
cada tubo antes da fenotipagem, 60 é o volume de amostras analisadas durante a

fenotipagem e 100 é o volume original da suspensao de MPs.
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Tabela 4. Anticorpos utilizados para dosagem de microparticulas

Célula alvo Anticorpo Fluorocromo
Linfécitos Anti-CD3 PE
Plaquetas Anti-CD41a Cy 5.5
Eritrdcitos Anti-CD235a PECy5

Neutrofilos Anti-CD66 PE
Endotélio Anti-CD51 PE
Leucdcitos Anti-CD45 APC
Mondcitos Anti-CD14 PerCP

PE, Phycoerythrin;, APC, Allophycocyanin, PerCP, Peridininchlorophyyll protein; PECy5, Phycoerythrin-
.Cyanin 5.1; Cy 5.5, Peridinin-chlorophyllprotein 5.5; CD, cluster of differentiation.

3.6.2.3. Dosagem de citocinas e quimiocinas plasmaticas

Apds a coleta de sangue periférico (5 mL) em tubo contendo Citrato de Sddio, as
amostras foram centrifugadas e o plasma utilizado para dosagem de citocinas
utilizando-se o kit comercial (CBA [Cytometric Bead Array]; BD Pharmigen, San Jose,
Estados Unidos), de acordo com especificacdes do fabricante. Esse método se baseia
na captura de um analito soluvel por beads de tamanho e florescéncia conhecidos. O
kit é constituido por beads (cada tipo conjugado com um anticorpo especifico) e pelo
reagente de deteccdo que é composto por uma mistura de ficoeritrina (PE) conjugada
com anticorpos. Ao serem incubadas com o plasma do paciente, as citocinas e
quimiocinas especificas se ligam as beads formando um complexo bead + analito +
reagente de deteccdo, que é dosado através de citometria de fluxo. A concentrac¢do da
particula é medida a partir da intensidade da fluorescéncia gerada, comparando-se a

uma curva padrao.

Foram quantificadas as citocinas INF-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-17 e as
qguimiocinas IL-8, RANTES, MIG, MCP-1 e IP-10. Por se tratar de dosagens de particulas
certamente presentes no organismo do paciente, seja em maior ou em menor

concentracdo, o teste ndo apresenta resultados falso-positivos nem falso-negativos.
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3.7. Plano de coleta e andlise dos dados

Para a coleta de dados sécio-demograficos e clinicos da linha de base foi utilizado o
questionario do Estudo Rodin, gentilmente cedido pela investigadora principal, Dra.
Marijke van den Berg, da Universidade de Utrecht, Holanda. Os formuldrios foram
integralmente traduzidos para a lingua portuguesa. Alguns dados de interesse do

nosso grupo foram adicionados.

Os resultados das dosagens imunoldgicas obtidos foram inseridos nas planilhas e os
testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software GraphPad
Prism 5 (Prism Software, Irvine, Estados Unidos). Para compara¢do dos grupos nao
pareados, foi utilizado o teste Mann Whitney. O nivel de significancia foi estabelecido

para p <0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. Pacientes

No periodo de janeiro de 2013 a margo de 2015, foram incluidos 33 pacientes no
estudo, sendo 16 (48,5%) pacientes diagnosticados em Minas Gerais, 4 (12,1%) no
Espirito Santo, 4 (12,1%) no Parana e 9 (27,3%) no Rio de Janeiro. Um paciente
(MG/007) faleceu. A crianga sofreu trauma encefédlico devido a uma queda, que
evoluiu pra quadro de depressdao cerebral, coma e rdpida progressao ao 6bito. O
falecimento ocorreu apds a coleta da amostra bioldgica e do preenchimento dos

formularios de inclusdo, permitindo a manutencdo do paciente no estudo.

Um paciente incluido na Fundagao HEMOMINAS mudou-se para o Espirito Santo e
passou a ser acompanhado na Funda¢cdo HEMOES. Um paciente incluido do HEMORIO
(RJ/003) mudou-se para o interior da Paraiba antes que as amostras de sangue fossem
coletadas e os formuldrios preenchidos e, por isso, ndo péde mais ser acompanhado,

sendo excluido do projeto. Assim, 32 pacientes participaram do estudo.

4.2. Caracteristicas da populagao estudada

Todos os pacientes incluidos no estudo sdao do sexo masculino, com mediana de idade
no momento da inclusdo de 8 meses (Mediana, 8 meses; /IQR, 2,75-11,25 meses).
Todos os pacientes possuem nacionalidade brasileira (Tabela suplementar 2 -

Apéndice B).

Com relagdo ao tipo e gravidade da doenga, 25 pacientes (78,2%) tém hemofilia A
grave, dois pacientes (6,3%) tém hemofilia A moderada, um (3,1%) tem hemofilia A
leve, dois (6,3%) tém hemofilia B grave, um (3,1%) tem hemofilia B moderada e um

(3,1%) tem hemofilia B leve (Tabela 5).

Os pacientes que ja haviam recebido alguma dose de concentrado de fator ndo foram
excluidos do estudo. No momento da inclusdo, dois pacientes (6,3%) tiveram um dia
de exposicdo, trés pacientes (9,3%) dois dias de exposicao, um paciente (3,1%) teve
trés dias de exposicdo, quatro pacientes (12,5%) tiveram quatro dias de exposicdo e 22

pacientes (68,8%) ndo haviam recebido nenhuma dose do concentrado de fator. A
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mediana de dias de exposicdo na data da inclusdo no projeto é de zero dias (/QR, 0-3

dias; minimo, zero e maximo, 4 dias).

Dentre os 10 pacientes que receberam fator antes da inclusdo no projeto, dois (20%),
ambos com apenas 1 dia de exposicdo, receberam concentrado de fator VIII do tipo
plasmatico. Um paciente (10%) com 4 dias de exposicdo recebeu fator IX plasmatico.

Os outros sete pacientes (70%) receberam fator VIl de origem recombinante.

Dos 32 pacientes incluidos, 27 (84,4%) apresentaram sangramentos antes do
diagndstico de hemofilia ser confirmado, sendo desses, um (3,7%) sangramento
gengival, dois (7,4%) apresentaram sangramento em local da pungdo apds coleta de
exames rotineiros, um (3,7%) apresentou cefalohematoma apds parto normal com
auxilio de forceps, um paciente (3,7%) desenvolveu hemartrose no joelho esquerdo e
os outros 22 pacientes (81,5%) apresentavam hematomas pelo corpo. Os cinco
pacientes (15,6%) diagnosticados antes do aparecimento de qualquer sintoma

procuraram o centro devido a histérico familiar (Tabela 5).



Tabela 5. Caracteristicas da populagdo estudada.

Caracteristicas
Idade

Cor
Branco
Negro
Pardo
indio
Indefinido
Tipo de Hemofilia
A
B
Gravidade
Grave
Moderada
Leve
Motivo do diagndstico
Sangramento
Histdrico familiar
DE antes da inclusao

Fator antes da inclusdo*
Fator VIl Plasmatico

Fator VIl Recombinante
Fator IX Plasmatico

Pacientes (n=32)

Mediana (/QR)

8 meses (2,8-11,3)

n (%)
21 (65,6)
5(15,6)
4(12,5)
2(6,3)
n (%)
28 (87,5)
4(12,5)
n (%)
27 (84,4)
3(9,4)
2(6,2)
n (%)
27 (84,4)
5(15,6)

Mediana (/QR)

0 (0-3)
n (%)
2 (20)
7 (70)
1(10)
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Controles (n=47)
Mediana (/QR)
12.2 meses (7,7-16,7)
n (%)

16 (34)
9(19)
22 (47)
n (%)
NA
NA
n (%)
NA
NA
NA
n (%)
NA
NA
Mediana (/QR)
NA
n (%)
NA
NA
NA

IQR, Interquartile range; n, nimero de pacientes; DE, Dias de exposi¢do; NA, ndo se aplica.

*Tipo de fator recebido antes da inclusdo no projeto
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4.3. Perfil imunolédgico
4.3.1. Perfil fenotipico leucocitario

Dos pacientes incluidos, 19 (59,4%), com hemofilia A e B, foram analisados quanto aos
marcadores de ativacdo de linfécitos T (CD4* e CD8*) e B, células NK, mondcitos e

neutroéfilos, no momento TO do estudo (Figura 5).

Foram realizadas analises fenotipicas dos leucdcitos considerando 16 marcadores
celulares dos pacientes com hemofilias A e B. Foram calculadas a média, mediana e o

12 e 32 quartis (Tabela suplementar 3 — Apéndice C).
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Figura 5. Perfil fenotipico leucocitdrio.
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Perfil observado nos pacientes de acordo com os marcadores de ativacdo celular. A linha continua
representa a mediana de cada resultado. MFI, intensidade média de fluorescéncia; CD, cluster of
differentiation; LB, Linfécitos B.
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4.3.2. Dosagem de microparticulas

Foram dosadas MPs de leucécitos, plaquetas, eritrécitos, linfécitos, neutréfilos,
mondcitos e endotélio de 28 pacientes (87,5%) com hemofilia A no momento da

inclusdo (PHA) e em 47 controles.

Quando comparados aos controles, o grupo PHA apresentou maiores niveis de MPs de
linfocitos T (p = 0,04), plaquetas (p < 0,01), neutrdfilos (p < 0,01), leucécitos (p =
0,036), mondcitos (p = 0,047) e eritrécitos (p < 0,01). Ndo foi encontrada diferenca na

dosagem de MPs de endotélio.

Outra analise foi realizada dividindo-se o grupo PHA em ODE (n = 19), formado por
pacientes que foram incluidos sem tomar nenhuma dose de concentrado de fator no
momento da inclusdo, e >1DE (n = 9), formado por pacientes que, no momento da

inclusdo, ja tinham 1 ou mais dias de exposicdo ao fator.

O grupo ODE apresentou maiores niveis de MPs/uL de linfécitos T (p < 0,025),
plaquetas (p < 0,01), neutrdfilos (p = 0,011), leucécitos (p < 0,023), mondcitos (p =
0,038) e eritrocitos (p < 0,01) quando comparado ao grupo controle, no entanto, nao
houve diferenga nos niveis de nenhuma das MPs analisadas entre os grupos >1DE e

controle (Tabela 6 e Figura 6).

Por fim, realizamos uma andlise comparando pacientes que apresentaram sintomas de
sangramentos no momento do diagnostico (n = 27) com pacientes diagnosticados em
hemofilia por histérico familiar (n = 5), sem sintoma clinico aparente. Nao foram

observadas diferencas nos niveis de MPs entre os dois grupos.



Tabela 6. Dosagem de microparticulas* em pacientes e controles

PHA ODE >1DE Controle
MPs Mediana Mediana Mediana Mediana Valor de p
(/IQR) (/QR) (/QR) (/QR)
5,5 6,2 3,0 3,8 004"
inféci ' ' ' ’ 0,0247°
eom @E82 B8  @4ss)  (8sd) ol
n=28 n=19 n=9 n=46 ’
0,04031¢
11,63 27,8 7,7 5,4 0,0035°
’ ' ’ ’ 0,0012°
P'(iqD”:lt;'s (5.2624)  (55632)  (37-386)  (2454)
n=28 n=19 n=9 n=47 ’
0,1989¢
3,9 4,6 3,8 3,1 0,0061°
Neutrofil ' ' ' ’ 0,0112°
e(‘étlgg 6')°S (3,4-7,4) (3,4-7,7) (3,1-10) (0,8-4,9) 0 1180
n=28 n=19 n=9 n=47 !
0,9134¢
8,0 10,24 6,2 5,1 0,0355°
Leucsci ) ) , ’ 0,0227°
e("ccl;’:;t)“ (4,8-13) (5,2-16) (4,5-9) (0-13,7) 0 43¢
n=27 n=18 n=9 n=46 !
0,1277¢
4,8 1 4,6 3,4 0,0472°
5
. . ) , , ’ 0,0382°
ME’C“I;’IC:)” (3,3-7,5) (3,7-8,2) (3,1-5,9) (1,2-7,7) 0 asace
n=28 n=19 n=9 n=47 ’
0,5874°
13,6 15,6 10,93 7,8 0,005°
o , ) ) ’ 0,0052°
E;g;‘;‘;;‘)’s (7,5-19,4) (7,6-21,4) (68138)  (75194)
n=25 n=18 n=7 n=47 ’
0,1735¢
41 43 41 4,5 0,4426°
Endotélio ’ ’ ! ! 0,5248°
(CD51) (3,3-8) (3,3-8) (3,4-8,3) (2-7,6) 0.5855¢
n=27 n=19 n=8 n=47 !
0,9275¢

a, PAH x Controles; b, ODE x Controles; ¢, >1DE x Controles; d, ODE x >1DE.
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*em MPs/uL. IQR, interquartile range; CD, cluster of differentiation; ODE, pacientes com zero dias de
exposicdo ao concentrado de fator VIIl; >1DE, pacientes com mais de um dia de exposicdo ao
concentrado de fator VIII; PHA, pacientes com hemofilia A.
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Figura 6. Distribuicdao das microparticulas* por grupo analisado.

*em MPs/uL. A linha continua representa a mediana de cada resultado.
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CD, cluster of differentiation; ODE, pacientes com zero dias de exposi¢cdo ao concentrado de fator VIII; >1DE, pacientes com mais de um dia de exposi¢do ao concentrado de fator VIli;
PHA, pacientes com hemofilia A.
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4.3.3. Dosagem de citocinas

Foram dosadas as citocinas de 28 pacientes (87,5%) com hemofilia A (PHA) no

momento da inclusdo e em 47 controles.

PHA apresentaram maiores niveis de TNF (p = 0,032), IL-10 (p < 0,01), IL-6 (p < 0,01), IL-

4 (p<0,01) e lL-2 (p=0,03) quando comparados aos controles.

Outra anadlise foi realizada separando-se o grupo PHA em ODE (n = 19), formado por
pacientes que foram incluidos sem tomar nenhuma dose de fator concentrado, e >1DE
(n =9), formado por pacientes que, no momento da inclusao, ja tinham 1 ou mais dias

de exposicao ao fator.

Com relagdo ao grupo ODE, observamos um aumento em IL-10 (p < 0,01), IL-6 (p <

0,01) e IL-4 (p < 0,01) guando comparado ao grupo controle.

O grupo >1DE apresentou niveis elevados de IL-10 (p < 0,01), IL-6 (p < 0,01), IL-4 (p <
0,01), IL-2 (p < 0,05), IFN-y (p < 0,01) e TNF (p < 0,04) do que o grupo controle (Tabela 7
e Figura 7).

Observamos diferenga entre os grupos ODE e >1DE apenas na dosagem de IFN (p <

0,01), onde o grupo >1DE apresentou maiores niveis da citocina.



Tabela 7. Dosagens de citocinas em pacientes e controles

PHA ODE >1DE Controle
Citocinas Mediana Mediana Mediana Mediana Valor de p
(IQR) (/QR) (/QR) (QR)
0,0327°
5,5 5,1 13,6 0 0,1288"
TNF (0-13,3) (0-9,8) (0-461,3) (0-7,7) 0,0365¢
n=27 n=19 n=8 n=46 '
0,2086¢
0,3911°
0 0 25,8 0 0,5734°
IFN-y (0-23,8) (0) (0-53,5) (0-23,8) 0,0088¢
n=28 n=19 n=9 n=46 !
0,0089¢
0,0615°
0 0 0 0 0,1461°
IL-17 (0-39,0) (0-30,8) (0-81,7) (0) 0,0607¢
n=28 n=19 n=9 n=46 '
0,2791¢
0,0009°
5,3 437 6,9 0 0,0055"
IL-10 (1,9-10,8) (1,5-11,7) (53-9,1) (0-4,9) 0,0069°¢
n=27 n=19 n=8 n=45 '
0,3935¢
0,0003?
17,3 12,2 23,4 51 0,0053°
IL-6 (6,2-92,4) (5,6-89-7)  (12,2-10992) (0-12,9) 0 0025¢
n=28 n=19 n=9 n=46 !
0,2900°¢
0,0004?
3,0 2,8 3,7 0 0,0090°
-4 (1,2-6,1) (0-6,1) (1,5-10,4) (0-3,1) 0,0007¢
n=28 n=19 n=9 n=45 '
0,4737¢
0,0324°
0,6 0 1,2 0 0,1165°
IL-2 (0-7,6) (0-6,2) (0-15,9) (0-2,6) 0,0497¢
n=28 n=19 n=9 n=47 '
0,3711¢

a, PHA x Controles; b, ODE x Controles; ¢, >1DE x Controles; d, ODE x >1DE
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IL, interleucina; IQR, interquartile range; ODE, pacientes com zero dias de exposi¢do ao concentrado de
fator VIII; >1DE, pacientes com mais de um dia de exposicdo ao concentrado de fator VIII; PHA,
pacientes com hemofilia A.
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Figura 7. Distribuicdo de citocinas por grupo analisado.

A linha continua representa a mediana de cada resultado.
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CD, cluster of differentiation; ODE, pacientes com zero dias de exposi¢do ao concentrado de fator VIII; >1DE, pacientes com mais de um dia de exposi¢do ao concentrado de
fator VIII; PHA, pacientes com hemofilia A.
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4.3.4. Dosagem de quimiocinas

Foram dosadas as quimiocinas de 28 pacientes (87,5%) com hemofilia A (PHA) no

momento da inclusdo e em 47 controles.

Ao serem comparados aos controles, PHA apresentaram maiores niveis de IL-8 (p <

0,01) e menores niveis de MIG (p < 0,01).

Outra anadlise foi realizada separando-se o grupo PHA em ODE (n = 19), formado por
pacientes que foram incluidos sem receber nenhuma dose de fator concentrado, e
>1DE (n = 9), formado por pacientes que, no momento da inclusdo, ja tinham 1 ou

mais dias de exposi¢do ao fator.

Observamos um aumento nos niveis de IL-8 tanto no grupo ODE (p < 0,01) quanto no
grupo >1DE (p < 0,01) quando comparados aos controles. Observamos também, uma
reducao nos niveis de MIG (p < 0,01) do grupo ODE quando comparado ao controle e, o

mesmo no grupo >1DE (p = 0,04) (Tabela 8 e Figura 8).



Tabela 8. Dosagem de quimiocinas em pacientes e controles
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PHA ODE >1DE Controle
Quimiocinas Mediana Mediana Mediana Mediana Valor de p
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
<0,0001°
270,8 168,9 491,8 66,8 b
0,0001
IL-8 (89,9-1140) (83,3-907,7)  (138,4-73167) (35,1-105,4) <0.0001¢
n=28 n=19 n=9 n=45 !
0,1714¢°
0,8973°
18262 31131 14096 24519 0.4460°
RANTES (8975-78602) (8521-110692) (8781-31590) (7673-57192) ’
0,355¢
n=28 n=19 n=9 n=44
0,2553¢
0,1036°
4009 4052 3824 3646 b
0,0883
IP-10 (3174-60451)  (3339-5879) (2496-6334) (2836-4615) 0.5370°
n=28 n=19 n=9 n=45 !
0,8245¢
0,7244°
712,8 747,9 667,7 563,8 b
0,8246
MCP-1 (362,6-1069) (297,5-1323)  (521,9-882,1) (433,6-892,5) 0.7109°
n=26 n=19 n=7 n=45 !
0,6659¢
0,0003°
0 0 0 2736 0,0016
MIG (0) (0) (0) (0-159173) 0.0396°
n=26 n=17 n=9 n=45 !
0,7646¢

a, PHA x Controles; b, ODE x Controles; ¢, >1DE x Controles; d, ODE x >1DE

IL, interleucina; IQR, interquartile range; ODE, pacientes com zero dias de exposi¢do ao concentrado de
fator VIII; >1DE, pacientes com mais de um dia de exposicdo ao concentrado de fator VIII; PHA,

pacientes com hemofilia A.
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Figura 8. Distribuicdo de quimiocinas por grupo analisado.

A linha continua representa a mediana de cada resultado.
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CD, cluster of differentiation; ODE, pacientes com zero dias de exposi¢cdo ao concentrado de fator VIII; >1DE, pacientes com mais de um dia de exposi¢do ao concentrado de

fator VIII; PHA, pacientes com hemofilia A.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO
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O presente estudo teve como objetivo principal determinar o perfil imunoldgico de
pacientes com hemofilia recentemente diagnosticada, através da andlise da
concentragdo plasmatica de citocinas, quimiocinas, microparticulas e da
imunofenotipagem de leucécitos. Em comparagdao com controles saudaveis, pacientes
com hemofilia A apresentaram aumento de MPs derivadas de plaquetas, leucécitos,
monacitos, neutrofilos, eritrocitos e linfécitos T; altos niveis das citocinas TNF, IL-10,
IL-6, IL-4 e IL-2, nivel elevado da quimiocina IL-8 e reduzido de MIG. Estes resultados
sugerem gque, mesmo em pacientes previamente nao tratados com concentrado de
fator VIII, o perfil imunologico dos pacientes com hemofilia A se difere de controles
saudaveis, provavelmente, estimulado por microhemorragias ou sangramentos

subclinicos.

Poucos foram os estudos que avaliaram os niveis de MPs no plasma de pacientes com
hemofilia (PROULLE et al., 2004, 2005; MOBARREZ et al.,, 2012). Mobarrez e
colaboradores mostraram que pacientes com hemofilia sem inibidor apresentaram
reducdo nos niveis de MPs derivadas de plaquetas e de endotélio apds a infusdo do
concentrado de fator (MOBARREZ et al.,, 2012). J4 os pacientes com inibidor
apresentaram niveis aumentados de MPs prd-coagulantes, derivadas principalmente
de plaquetas, logo apés a infusdo de concentrado de fator VIl ativado recombinante
(PROULLE et al., 2004). O mesmo grupo encontrou grande heterogeneidade de MPs
em controles sem hemofilia e em pacientes com hemofilia sem sangramento agudo
(PROULLE et al.,, 2005). Em nosso estudo, encontramos um aumento das MPs
derivadas de plaquetas, leucdcitos, mondcitos, neutréfilos, eritrocitos e linfécitos T nos
pacientes com hemofilia quando comparados aos controles. Embora a coleta de
sangue tenha sido cuidadosamente realizada longe dos episddios de sangramento,
infec¢des, inflamacdo ou vacinas, é possivel que o aumento de MPs, nos pacientes com
hemofilia previamente nao tradados, resulte da ativacdo da coagulacdo apds os
sangramentos, ainda que subclinicos ou de pequena gravidade. Ao analisarmos as
caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos, percebemos que o tipo da hemorragia
no momento da inclusdo variou de pequenos sangramentos na maioria dos pacientes
(n = 27) até hemartrose em um paciente. Cinco (15,6%) pacientes ndo apresentaram

nenhum histérico de sangramento na inclusdo, sendo diagnosticados devido a histéria
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familiar. A andlise destes, quando comparados aos pacientes que apresentavam
sintomas hemorrdgicos no momento da inclusao, ndo demonstrou diferenga nos niveis
de citocinas, quimiocinas e MPs (dados ndo demonstrados). Estes dados sugerem que
os niveis elevados de MPs nos pacientes em comparagao aos controles seja resultante
de ativacdo da coagulacdo secundaria a hemorragias, ainda que de leve intensidade ou
subclinicas. Por outro lado, os niveis aumentados de MPs derivadas de neutrofilos,
mondcitos e linfécitos podem ser resultantes de uma ativacdo global de leucdcitos,
possivelmente ocasionada pelo processo inflamatdrio consequente ao sangramento,
ainda que minimo. Entretanto, devido a auséncia do fator VIIl, a ativa¢cdo da
coagulacdo ndo é suficiente para gerar niveis de trombina adequados para conter o

sangramento.

Ap0ds o inicio do tratamento com infusGes de concentrado de fator, os niveis de MPs
diminuiram, assim como observado no estudo de Mobarrez e colaboradores, que
descreveram uma reducdo nos niveis de MPs totais, MPs derivadas de plaquetas e de
endotélio, em pacientes com hemofilia apds a infusdo de fator VIII sob demanda
(MOBARREZ et al., 2012). Tal como sugerido por estes autores, niveis reduzidos de
MPs associam-se a uma hemostasia mais eficiente em pacientes com hemofilia
tratados com concentrado de fator. Baixos niveis de MPs foram encontrados também

nos controles do nosso estudo.

As MPs s3o fonte de fosfatilserina, que tem reconhecida funcdo na agregacao
plaquetaria e ativacdo da coagulacdo, através da expressdo de fator tecidual (FT) e P-
selectina. A P-selectina é uma molécula de adesdo celular, expressa pelas plaquetas
ativadas, que permite sua ligacdo com leucdcitos, neutréfilos e mondcitos. A interagado
entre plaquetas ativadas e mondcitos ativados induz a formacdo de MPs que
expressam FT, derivadas, principalmente, de mondcitos e macréfagos (FURIE, 2004;
DEL CONDE et al,., 2005; MACEY et al., 2010). O FT também pode ser expresso na
membrana das MPs derivadas de plaquetas, leucdcitos e endotélio (LENTZ, 2003).
Além disso, a fosfatilserina e fosfolipideos expressos na membrana das MPs sdo
capazes de se ligar a diversos fatores da cascata de coagulacdo como Flla, FV, FVa,

FVIII, FIX e FX (NOMURA et al., 2001; LENTZ, 2003; FURIE, FURIE, 2004; SOULT et al.,



58

2014). As MPs possuem, assim, papel importante na formacdo do complexo
protrombinase, otimizando a geragao de trombina e auxiliando na regulagdao da
hemostasia (NOMURA et al., 2001; LENTZ, 2003; FURIE, FURIE, 2004; SOULT et al.,
2014). Isso reforga a hipdtese de que os elevados niveis de diferentes MPs nos
pacientes com hemofilia A previamente n3do tratados sejam resultado da ativacdo da
coagulagdo como tentativa de controlar o sangramento subclinico que estes pacientes

parecem apresentar.

Marques et al., (2012) afirmam que as MPs podem carregar citocinas e quimiocinas em
sua membrana. MPs derivadas de leucdcitos induzem a amplificagdo de citocinas
inflamatdrias e aderéncia molecular, o que facilita a comunicagao intercelular entre
leucécitos e células endoteliais (MARQUES et al., 2012). Ainda, MPs derivadas de
leucdcitos atuam no endotélio como agonistas inflamatérios, aumentando a producao
de IL-6 e IL-8, podendo ativar neutréfilos (MESRI & ALTIERI, 1998). O aumento da
adesdo de células na superficie endotelial, bem como a producdo de citocinas, induz
ndao somente a ativagdo plaquetaria, como também o recrutamento de mondcitos, que
sdo estimulados a produzirem outras citocinas, resultando em uma resposta

inflamatdria (NOMURA et al., 2001).

O nosso estudo demonstrou niveis elevados das citocinas TNF, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10
nos pacientes com hemofilia previamente ndo tratados, quando comparado ao grupo
controle. Estes dados corroboram estudos anteriores (CHAVES et al., 2010b; OLIVEIRA
et al., 2013) que ja haviam demonstrado que pacientes com hemofilia A sem inibidor
apresentam perfil de citocinas pré-inflamatdrias, com altos niveis de IL-2, INF-y e TNF-
o, ao contrario de pacientes com hemofilia e inibidor que apresentam baixos niveis
dessas citocinas, caracterizando um perfil de resposta anti-inflamatdria/regulatdria
(CHAVES et al., 2010b; OLIVEIRA et al., 2013). No entanto, de acordo com nosso
conhecimento, nenhum estudo avaliou o perfil imunolégico de pacientes com

hemofilia previamente ndo tratados com fator VIII.

As citocinas exercem papel importante na inflamacdo, angiogenese e situacdes de
injuria vascular (CRUVINEL et al., 2010). A IL-6 desempenha um papel duplo, podendo

ser considerada uma citocina anti-inflamatéria e pré-inflamatéria, atuando
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principalmente na ativagao do sistema imune e estimulando a infiltragao inicial de
neutrdéfilos durante a inflamagado aguda (CURFS & MEIS, 1997; SCHELLER et al., 2011).
As IL-4 e IL-10 sdo citocinas caracteristicas de resposta anti-inflamatodria/regulatoria,
do tipo Th2, capaz de regular a resposta imunoldgica (VITELLI-AVELAR et al., 2005).
Assim, sugerimos que IL-6 (e IL-8) sejam secretadas em resposta a uma inflamacao
inicial, causada por micro sangramentos sofridos pelos pacientes hemofilicos. Em
resposta esse inicio inflamatdrio, citocinas como IL-4 e IL-10 podem ser estimuladas

com objetivo de contrabalancar o microambiente, controlando a inflamacao.

Nos pacientes com hemofilia A (n = 9) que ja haviam recebido algumas infusdes de
fator VIII (mediana de zero dias; /QR, 0-3 dias; minimo, zero e maximo, 4 dias),
notamos que houve um aumento nos niveis ndo somente de IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10,
como também de TNF, IFN-y e IL-2, caracterizando um perfil pré-inflamatdrio. Esses
dados corroboram os achados de Chaves e colaboradores (2010b), que evidenciaram
altos niveis de TNF-a, IFN-y e IL-4 em pacientes hemofilicos sem inibidor. Este grupo
sugere que, durante a fase inicial do tratamento com fator VIIl, uma resposta pro-
inflamatdria mediada por células T induz a producdo de anticorpos IgG1 anti-FVIII sem

atividade inibitoria (CHAVES et al., 2010b).

Até o presente, ndo encontramos estudos que tenham descrito o perfil de quimiocinas
em pacientes com hemofilia A. O presente estudo demonstrou niveis elevados de IL-8,
e baixos niveis de MIG nos pacientes com hemofilia A recém-diagnosticados
previamente ndo tratados, quando comparados aos controles. A IL-8 esta relacionada
com inflamacdo e angiogénese, sendo produzida principalmente por neutréfilos e
macrofagos e desempenhando um importante papel em quadros de infec¢do e injuria
vascular (KOCH et al.,, 1992; CURFS & MEIS, 1997). A quimiocina MIG atua na
quimiotaxia de células T ativadas e a sua sintese é estimulada por IFN-y. Como os
pacientes previamente ndo tradados ndo apresentam niveis elevados de IFN-y, é
possivel entender porque MIG esta reduzida nesses individuos. Além disso, uma vez
que esses individuos ainda n3dao foram expostos e, portanto n3ao desenvolveram
resposta imunologica contra o fator VIII, ainda ndo houve estimulo para quimiotaxia de

células T ativadas.
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Os resultados de imunofenotipagem mostram um perfil heterogéneo dos marcadores
celulares nos pacientes recém-diagnosticados em hemofilia, que deve ser confirmado
comparando com a dosagem dos leucdcitos no contexto ex vivo em controles

saudaveis, que esta sendo providenciado para complementagao do nosso estudo.

Compilando os achados do presente estudo, sugerimos que o sangramento observado
nos hemofilicos recém-diagnosticados previamente nao tradaos, ainda que subclinico,
é capaz de gerar uma resposta inflamatdria, mediada por citocinas e quimiocinas, além
de ativar a coagulacgdo através da produgao de MPs. Uma vez que o sangramento ndo é
contido, devido a deficiencia do fator VIII, existe uma producdo de MPs que pode
ativar a sintese de citocinas e IL-8, gerando o perfil pré-inflamatério identificado nestes

pacientes.

O presente estudo requer alguns comentdrios. Uma das dificuldades enfrentadas foi
garantir que a inclusdo do paciente e, principalmente, a coleta da amostra ocorressem,
de fato, antes da administracao de qualquer infusdo de fator VIII. Isso porque alguns
pacientes apresentam urgéncia de iniciar o tratamento devido a sangramento ativo ao
diagnodstico. Isso resultou na inclusdao de 10 pacientes com até quatro dias de
exposicdo ao concentrado de fator VIII. Ainda, por se tratar de criancas pequenas, a
inclusdao no projeto necessita da aprovacao dos responsaveis e da coleta de amostra
em momento especifico. Ndo foi possivel ainda testar controles saudaveis para
imunofenotipagem, embora esta seja uma etapa em andamento. O projeto, porém,
tem pontos fortes que incluem seu desenho prospectivo. De acordo com nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia o perfil imunolégico com grande
numero de citocinas, quimiocinas e MPs de pacientes com hemofilia A previamente

nao tratados.

A perspectiva futura deste projeto é relacionar o perfil imunolégico encontrado no
momento do diagndstico ao perfil encontrado apds 75 dias de exposicdo aos fatores
VIl ou IX, sem desenvolvimento de anticorpos, ou apds o diagndstico confirmado de
inibidor, nos pacientes que o desenvolverem. Também pretendemos relacionar o
perfil imunolégico com as avaliacdes clinicas e com os resultados do perfil genético de

cada paciente. Ainda, é nosso objetivo realizar novas inclusGes de pacientes com
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hemofilia B, permitindo a comparagao entre os fatores de risco nos dois tipos da
doenga, assim, poderemos verificar a existéncia de novos fatores preditores para o
desenvolvimento de inibidores e testar se a modulacao do sistema imune durante o

tratamento é fundamental.

Em conclusdo, demonstramos que pacientes com hemofilia A recém-diagnosticados e
previamente ndo tratados, em compara¢dao com controles normais, apresentam
aumento de MPs derivadas de plaquetas, leucdcitos, mondcitos, neutrdfilos,
eritrocitos e linfocitos T, altos niveis das citocinas TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2,nivel
elevados da quimiocina IL-8 e reduzido de MIG, condizente com perfil pré-
inflamatdrio. Sugerimos que esse quadro seja resultante de microhemorragias e/ou

sangramentos subclinicos, que levam a ativagdo da coagulagao e inflamagado.
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Apéndice A — Tabela suplementar

Tabela suplementar 1. Anticorpos utilizados para fenotipagem leucocitdria

Hospedeiro Alvo Fluorocromo Clone Fabricante
Mouse anti-human CD3 FITC HIT3a BD Pharmingen
Mouse anti-human CD4 FITC OKT4 Bioscience
Mouse anti-human CD5 FITC L17F12 BD Pharmingen
Mouse anti-human CD8 APC RPA-T8 Bioscience
Mouse anti-human CD14 PerCP 61D3 Bioscience
Mouse anti-human CD16 FITC 3G8 Invitrogen
Mouse anti-human CD19 FITC SJ25C1 BD Pharmingen
Mouse anti-human CD19 APC HIB19 BD Pharmingen
Mouse anti-human CD20 APC 2H7 BD Pharmingen
Mouse anti-human CD25 PE M-A251 BD Pharmingen
Mouse anti-human CD27 PerCP-Cy5.5 L128 BD Pharmingen
Mouse anti-human CD32 FITC FLI8.26 (2003) BD Pharmingen
Mouse anti-human CD56 PE Cc5.9 AbD Serotec (Bio-Rad)
Mouse anti-human CD64 FITC 10.1 BD Pharmingen
Mouse anti-human CD80 PE L307.4 BD Pharmingen
Mouse anti-human CD86 PE-Cy5 2331 (FUN-1) BD Pharmingen
Mouse anti-human  HLA-DR PE TU36 BD Pharmingen

PE, Phycoerythrin; APC, Allophycocyanin, PerCP, Peridininchlorophyyll protein; PECy5, Phycoerythrin-
.Cyanin 5.1; Cy 5.5, Peridinin-chlorophyllprotein 5.5; CD, cluster of differentiation.
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Tabela suplementar 2. Dados clinicos dos pacientes incluidos
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ID Idade atual Cor Nacionalidade Parto Historico familiar* hzri?)fcilﬁa DE na inclusao Motivo diagndstico
MG/001 2allm Pardo Brasileiro Cesaria Avo materno A grave 1 Sangramento
MG/002 2a7m Branco Brasileiro Ceséria 3 tios A grave 1 Sangramento
MG/003 2a4m Branco Brasileiro Normal Irm3o / Tio materno B grave 4 Sangramento
MG/004 5a7m Negro Brasileiro Cesaria N3o A grave Zero Sangramento
MG/005 2allm Negro Brasileiro Normal Tios maternos B leve Zero Sangramento
MG/006 1lallm Negro Brasileiro Normal Primo/Tio/lrm3o A grave 2 Sangramento
MG/007 1a (Falecido) Branco Brasileiro Normal Avd/Primo/Tio A grave Zero Sangramento
MG/008 2a3m Branco Brasileiro Cesaria Tio materno A grave 4 Sangramento
MG/009 1a3m Branco Brasileiro Normal Tio-avd/Tio A grave 4 Sangramento
MG/010 2a3m Branco Brasileiro Cesaria Tios maternos A moderada 2 Sangramento
MG/011 lallm Branco Brasileiro Cesaria AV ngi:r;c;/irméo A moderada Zero Sangramento
MG/012 2a Branco Brasileiro Cesaria Nao A grave 2 Sangramento
MG/013 lallm Branco Brasileiro Cesaria Avo m:%er;r;%/lrmao A grave Zero :122;%5;232
MG/014 1labm Branco Brasileiro Cesaria Nao A grave Zero Sangramento
MG/015 1al0m Branco Brasileiro Cesaria Nao B grave Zero Sangramento
MG/016 2a3m Branco Brasileiro Cesaria Nao A grave Zero Sangramento

*Historico de hemofilia na familia. ID, identificacdo do paciente; a, anos; m, meses
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Tabela suplementar 2. Dados clinicos dos pacientes incluidos

ID Idade atual Cor Nacionalidade Parto Historico familiar* ;:epn::f?lia DE na inclusao Motivo diagndstico
ES/001 2allm Branco Brasileiro Cesaria Tios/Primos Agrave Zero Histdrico familiar
ES/002 1a3m indio Brasileiro Normal N3o A grave Zero Sangramento
ES/003 2a2m Negro Brasileiro Ceséria Primos A grave 4 Sangramento
ES/004 5alm Negro Brasileiro Ceséria Primos Aleve Zero Sangramento
PR/001 2alm Branco Brasileiro Ceséria Tio avé A grave Zero Sangramento
PR/002 2alm Pardo Brasileiro Normal Tio materno A grave Zero Sangramento
PR/003 2abm Branco Brasileiro Cesaria Ndo A grave Zero Hemartrose joelho E
PR/004 la Branco Brasileiro Cesdria N3o A grave Zero Sangramento
RJ/001 labm Branco Brasileiro Cesdria Primo 12 grau Agrave Zero Histérico familiar
RJ/002 2a Branco Brasileiro Cesdria N3o A grave zero Sangramento

RJ/003**
RJ/004 2a Branco Brasileiro Cesaria Ndo A grave 3 Sangramento
RJ/005 1a5m Branco Brasileiro Normal Nao A grave Zero Equimoses e Hematomas
RJ/006 1la7m indio Brasileiro Cesaria Ndo B moderada Zero Sangramentos
RJ/007 la3m Pardo Brasileiro Cesaria Irmdo A grave Zero Histérico familiar
RJ/008 la2m Branco Brasileiro Cesaria Nao A grave Zero Sangramento
RJ/009 7m Pardo Brasileiro Cesaria A;ZS?:::T:Z?/ A grave Zero Histérico familiar

*Historico de hemofilia na familia. **Paciente sem dados clinicos, excluido do estudo. ID, identificacdo do paciente; a, anos; m, meses
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Tabela suplementar 3. Quantificagao celular obtida através de imunofenotipagem.

73

CD14+ CD16+ CD14+ CD14+ CDh4 CD8 CD3+ CD3+ CD4+ CD19+ CD19+ (CD19+ C(CD19+ CD19+ CD19+ CD19+
HLA-DR+ HLA-DR+ CD64+ CD32+ HLA-DR HLA-DR (CD16+ CD56- CD25+ CD5+ CD27+ CD80+ CD86+ HLA-DR+ CD32+ CD20+
MG/01 8425,3 19831,8 13354  18263,4 4,2 53 29,9 1,4 11,9 4,5 5,8 1,1 1,5 26679,1 10624,1 3416
MG/02 6625,3 3848,8 921 18118,8 2,3 7 42,7 1,6 6,2 1,3 11,8 0,1 0,8 23209,9 « 14580,6  309,7
MG/04 8065,3 16635,2 10867,4 18234,5 4,1 5,7 311 1,4 2,1 4 6,3 0,8 1,3 25985,2 114154 2794
MG/06 3138,8 6635,1 16464  18284,4 1,6 5,2 17,2 1,3 7 54 7,3 6,4 0,6 1217,9 14077,6 @ 6077,5
MG/07 1952,7 2444,6  20349,8 18325,8 4,8 6,9 19,8 0,4 3,3 9,3 6,2 1 2,6 1108,2 7317,7 4178
MG/08 9069,4 * 12997,5 19978,9 9,5 0,9 13,9 0,2 6,5 6,5 11,3 0,8 1,8 34693,9 10913,4 3776,2
MG/09 395,2 579,8 13663,6 24523,8 6,3 1,9 15,4 0,2 10,4 1,2 0,8 0,5 1,3 22643,8 = 5805,8 3361,8
MG/10 5551,9 19297,1 & 51282 23349 4,8 2,4 19,5 0,6 10,1 13,8 0,6 0,5 1,1 26661,2 11680,8 1048,2
MG/11 27310,8 299,4 4067,8 20238,1 1,8 2 26,9 0,7 9,7 3,9 9,2 1,2 1,3 28350,3 11613,7 2889,4
MG/12 464 799,1 32522,9 3363,2 3,1 10,2 13,5 0,4 1 6,2 1,6 1,3 4 243,7 7453,6  2967,5
MG/13 326,3 360,4 14862,8  27090,4 7 5,9 44 0,2 10,1 2,4 1,7 1,4 3,4 47713,3 13703,2 6204,7
MG/14 12918,9 736,1 11725,7 24398,4 2,8 3,4 16,2 0,7 7,7 8,8 11,2 1,4 1,1 31323,2 14323,6 @ 4800,2
MG/15 6455,8 195,4 9200,2 30872,5 2,5 4 16,4 0,7 11,9 11,9 7,2 3,2 0,7 19810,3 11026,3 @ 297,2
MG/16 1276,09 = 393,04 20585,4 41086,59 3,77 10,95 8,1 1,67 14,96 42,67 13,33 10,73 1,55 2788,08 24859,72 2663,56
MG/17 573,77 19382,97 19172,99 4828,73 1,24 0,41 43,36 0,2 14,55 43,29 7,18 8,91 6,22 1162,52 16335,17 3309,06
MG/18 3448,97 17398,68 39983,3 60221,67 3,25 4,66 4,27 0,82 10,24 41,54 4,61 6,84 4,67 6517,5 23543 | 6593,28
ES/01 2150,4  24448,3 15473,6 @ 18200,9 4,9 6,6 21 1,8 13,8 4,8 11,6 0,8 1,8 14698,6 = 10489,8 3849,9
ES/02 3015,3 | 23063,3 15057,2 18889,5 4,4 5,3 22,2 1,5 16,3 6,3 9 1 1,6 17555,1 10534,5 3260,1
ES/03 20110,2 11983,8 9531,3 | 17699,8 4,6 8,7 44 1 11 3,2 1,1 1,2 1,2 47783,5 10847,9 3136,6
Media 6383 9352 15049 22419 4,051 5,127 23,65 0,8837 9,408 11,63 6,727 2,588 2,028 20008 12692 3418
Mediana 3449 5242 13664 18890 4,1 5,3 19,8 0,7 10,1 6,2 7,18 1,2 1,5 22644 11415 3309
1o quartil 1276 533,1 9531 18201 2,5 2,4 15,4 0,4 6,5 3,9 1,7 0,8 1,1 2788 10535 2794
30 quartil 8425 19319 19173 24524 4,8 6,9 31,1 1,4 11,9 11,9 11,2 3,2 2,6 28350 14324 4178
Minimo 326,3 195,4 921 3363 1,24 0,41 4,27 0,2 1 1,2 0,6 0,1 0,6 243,7 5806 297,2
Maximo 27311 24448 39983 60222 9,5 10,95 44 1,8 16,3 43,29 13,33 10,73 6,22 47784 24860 6593

* Auséncia de resultado devido a impossibilidade de compensa¢do do marcador
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