UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS ]
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO
ADULTO

AVALIAGCAO DO EFEITO DAS INFUSOES DE FATOR VIIl SOBRE
BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS EM CRIANGAS COM HEMOFILIA A

Larissa Maira Moura de Oliveira

Belo Horizonte, 2019



Larissa Maira Moura de Oliveira

AVALIACAO DO EFEITO DAS INFUSOES DE FATOR VIIl SOBRE
BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS EM CRIANGAS COM HEMOFILIA A

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
graduacao em Ciéncias Aplicadas a Saude do
Adulto da Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito parcial para a obtengao
do titulo de Mestre em Ciéncias Aplicadas a
Saude do Adulto.

Orientadora: Profa. Dra. Suely Meireles
Rezende

Coorientador: Dr. Daniel Gongalves Chaves

Belo Horizonte, 2019



OL48a

Oliveira, Larissa Maira Moura de.

Avaliagdo do efeito das infusdes de fator VIl sobre biomarcadores
imunologicos em criangas com hemofilia A [manuscrito]. / Larissa Maira
Moura de Oliveira. - - Belo Horizonte: 2019.

110 .0l

Orientador (a): Suely Meireles Rezende.

Coorientador (a): Daniel Goncgalves Chaves.

Area de concentracdo: Ciéncias Aplicadas & Satide do Adulto.

Dissertacdo (mestrado): Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Medicina. !

1. Hemofilia A. 2. Fator VIII /antagonistas & inibidores. 3.
Imunidade nas Mucosas. 4. Biomarcadores. 5. dissertagdo Académica.
I. Rezende, Suely Meireles. Il. Chaves, Daniel Gongalves. IIl.
Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de Medicina. IV.
Titulo.

NLM: WH 325

Bibliotecaria responsavel: Fabiene Letizia Alves Furtado CRB-6/2745




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO U F m G
ADULTO .

FOLHA DE APROVACAO

AVALIA(},AO DO EFEITO DAS INFUSOES DE FATOR VIIl SOBRE BIOMARCADORES
IMUNOLOGICOS EM PACIENTES COM HEMOFILIA A

LARISSA MAIRA MOURA DE OLIVEIRA

Dissertagdo submetida a4 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
P6s-Graduagio em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, como requisito para
obtengéio do grau de Mestre em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, area de
concentragiio CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO.

Aprovada em 01 de agosto de 2019, pela banca constituida pelos membros:

IR, la_

Profa. Suely Meireles Rezende - Orientadora
UEMG

Prof. Daniel S ves - Coorientador
MOMINAS

Profa. lprdana Grazziel es Coelho dos Reis

UF
(Z(‘dc’%,’f HO

Profa. Clara Guerra Duarte
FUNED

Belo Horizonte, 01 de agosto de 2019.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Reitora

Sandra Regina Goulart Almeida
Vice-Reitor

Alessandro Fernandes Moreira

Pré-Reitor de Pés-Graduagao
Fabio Alves

Pré-Reitor de Pesquisa

Mario Campos

FACULDADE DE MEDICINA

Diretor
Professor Humberto José Alves
Chefe do Departamento de Clinica Médica

Professora Valeria Maria Augusto

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO
ADULTO

Coordenadora

Professora Teresa Cristina Abreu Ferrari
Subcoordenadora

Professora Suely Meireles Rezende
Colegiado

Professora Tereza Cristina Abreu Ferrari
Professora Sarah Teixeira Camargos
Professora Gilda Aparecida Ferreira
Professor. Paulo Caramelli

Professor Eduardo Garcia Vilela

Professora Suely Meireles Rezende



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter me dado for¢ga para vencer o cansago, por ndo ter me
deixado desistir nos momentos mais dificeis € por me mostrar sempre o caminho

certo a seqguir.

Aos meus amados pais Alfredo e Claudiana pelo amor, incentivo, apoio, por todo o

cuidado e dedicacéo.

Ao meu marido Charles pelo companheirismo, compreensao e apoio. Agradeco por

nao medir esfor¢os para me ajudar em todos os momentos da minha vida.

Ao meu orientador Dr. Daniel Gongalves Chaves pela paciéncia, confianga e apoio.
Agradeco por todos esses anos de ensinamentos, por ndo ter me deixado
desamparada, por todas as oportunidades, pela amizade e bom humor de sempre o
que tornou a pos-graduagdo mais leve. Obrigada pela companhia, auxilios nos

experimentos e por ter me acudido nos momentos mais dificeis dessa jornada.

A minha orientadora Dra. Suely Meireles Rezende pela oportunidade, apoio, carinho

e paciéncia.
Ao Dr. André Rolim Belisario por ter me concedido a primeira oportunidade na
iniciacao cientifica, por todos os ensinamentos e paciéncia. Obrigada por ter sido o

responsavel pelo inicio da minha carreira cientifica.

Aos pacientes e funcionarios da Fundacdo HEMOES, HEMOMINAS, HEMORIO,
HEMEPAR E HEMOSC pela disponibilidade em participar deste estudo.

Aos meus queridos amigos da Fundagcao HEMONINAS que durante todos esses

anos alegraram os meus dias. Obrigada pela amizade e convivéncia tdo agradavel.

A Alexandra Elbakyan pela coragem em dar acesso ao material cientifico que foi

essencial para o desenvolvimento deste estudo.

A todos os meus amigos e familiares pela torcida, carinho e oragdes.



RESUMO

A hemofilia A (HA) é um disturbio de sangramento hereditario causado por
deficiéncia de fator (F) VIIl. Seu tratamento baseia-se na reposicdo de FVIII
deficiente, tanto profilaticamente quanto sob demanda. Uma das principais
complicagbes da HA €& o desenvolvimento de aloanticorpos que inibem a atividade
do FVIII (inibidores). Estudos recentes sugerem que o tratamento com infusdes
repetidas de concentrado de FVIII pode alterar a resposta imune e, portanto,
contribui para o desenvolvimento de inibidores. O objetivo deste estudo foi investigar
o efeito das infusdes de concentrado de FVIII sobre biomarcadores imunolégicos de
pacientes com HA congénita (PHA). A maioria (80,3%) dos PHA foram incluidos ao
diagnostico e antes de qualquer infusdo de FVIII (PUPs; da sigla em inglés,
previously untreated patients). Variaveis sociodemograficas, clinicas e laboratoriais
foram coletadas. Amostras de plasma foram coletadas na inclusao (T0) e a cada 5-
10 dias de exposicdo (DE) ao FVIII até pelo menos 75 DE (T1/INB-) ou
desenvolvimento de inibidor (T1/INB+). Os anticorpos anti-FVIII (IgM, IgG1, 1gG3 e
IgG4) foram testados por ELISA, bem como um painel de quimiocinas (CCL2, CCL5,
CXCL8, CXCL9 e CXCL10) e citocinas (IL-2, IL -4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF e IL-17A).
Analise estatistica descritiva das variaveis e correlagdo de Spearman entre os
biomarcadores foram realizadas. Um total de 71 pacientes com HA grave (FVIII
<1%; n=69) e moderadamente grave (FVIIl 1%-2%; n=2) foram incluidos. A mediana
de idade foi 10 meses (intervalo interquartil [IQR], 6,0-14,0). Em TO, n&o houve
diferencga no perfil de citocinas e quimiocinas entre INB- e INB+. Os niveis de CCL2,
CXCL9 e CXCL10 foram significativamente menores (p=0,02, p=0,0001 e p=0,02,
respectivamente) no grupo INB+ quando comparado com o INB- no estrato 1-20 DE.
Os niveis de 1gG4 anti-FVIII no grupo INB+ foram significativamente maiores nos
estratos 1-20 DE (p=0,001) e 21-75 DE (p=0,01) quando comparados com TO0. IgG4
anti-FVIIl no grupo INB+ foi significativamente maior no estrato 1-20 DE (p=0,01)
quando comparado com o INB-. IgG1 ndo mostrou diferenga significativa entre os
dois grupos nem entre os diferentes estratos, mas houve uma tendéncia de aumento
dos niveis no grupo INB+ no estrato 1-20 DE (p=0,08). Concluimos que a infusdo de
FVIII associou-se a niveis aumentados de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias e
aumento dos niveis de IgG1 e IgG4 anti-FVIIl em pacientes INB+. Estes resultados

sugerem que o FVIII atua modulando seletivamente o sistema imunoldgico. As



quimiocinas (CCL2, CXCL9 e CXCL10) sao os elementos-chave que diferenciam os

grupos INB- e INB+ durante as primeiras exposi¢gdes ao FVIII.

Palavras-chave: Hemofilia A, Fator VIII, inibidores, resposta imunoldgica,

biomarcadores imunologicos.



ABSTRACT

Hemophilia A (HA) is an inherited bleeding disorder caused by factor (F)VIII
deficiency. lts treatment is based on the replacement of deficient FVIII either
prophylactically or on demand. One of the major complications of HA is the
development of alloantibodies that inhibit FVIII activity (inhibitors). Recent studies
suggest that treatment with repeated infusions of FVIII concentrate may alter the
immune response and, therefore, contributes to inhibitor development. The objective
of this study was to investigate the effect of infusions of FVIII concentrate on
immunological biomarkers of patients with congenital HA (PHA). Most (80.3%) PHA
were included at diagnosis and before any FVIII infusion (PUPS; previously untreated
patients). Socio-demographic, clinical and laboratory variables were collected.
Plasma samples were collected at enrollment (TO) and every 5-10 exposure days
(ED) to FVIII until at least 75 ED (T1/INB-) or inhibitor development (T1/INB+). Anti-
FVIII antibodies (IgM, 1gG1, IgG3 and 1gG4) were tested by ELISA as well as a panel
of chemokines (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 and CXCL10) and cytokines (IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, INF-y, TNF and IL-17A). Descriptive statistical analysis of variables and
Spearman correlation between biomarkers were performed. A total of 71 patients
with severe (FVIIl <1%; n=69) and moderately severe (FVIIl 1%-2%; n=2) HA were
included. The median age was 10 months (interquartile range [IQR], 6.0-14.0). At TO,
there was no difference in the cytokine and chemokine profile between INB- and
INB+. The levels of CCL2, CXCL9 and CXCL10 were significantly lower (p=0.02,
p=0.0001 and p=0.02, respectively) in the INB+ group when compared with the INB-
in the 1-20 ED stratum. Anti-FVIIl IgG4 levels in the INB+ group were significantly
higher in the strata 1-20 ED (p=0.001) and 21-75 ED (p=0.01) when compared with
TO. Anti-FVIII IgG4 in the INB+ group was significantly higher in the 1-20 ED stratum
(p=0.01) when compared with INB-. IgG1 showed no significant difference between
the two groups nor between the different strata, but there was a trend of increased
levels in the INB+ group in the 1-20 DE stratum (p=0.08). We conclude that infusion
of FVIII was associated with increased levels of pro-inflammatory cytokines,
chemokines, anti-FVIIl IgG1 and 1gG4 in INB+ patients. These results suggest that
FVIII acts by selectively modulating the immune system. Chemokines (CCL2, CXCL9
and CXCL10) are the key elements that differentiate the INB- and INB+ groups

during the first exposures to FVIII.



Keywords: Hemophilia A, Factor VIII, inhibitors, immune response, immunological

biomarkers.
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1. INTRODUGAO

1.1 Hemostasia

O processo de hemostasia envolve um mecanismo complexo que é essencial para o
controle de hemorragias, formagao de trombos e inicio do reparo tecidual (BECKER,
2005). Quando ocorre lesdo com extravasamento de sangue dos vasos sanguineos,
algumas reagbes acontecem para interromper o sangramento. O conjunto dessas
reagcdes é conhecido como coagulagdo sanguinea e quando ocorre de maneira

desregulada, a hemostasia pode ser comprometida.

Em 1964, Macfarlane e Davie & Ratnoff propuseram o primeiro modelo de cascata
de coagulacdo para explicar a fisiologia da coagulagdo do sangue (DAVIE &
RATNOFF, 1964; MACFARLANE, 1964). Nesse modelo, a coagulagdo ocorre pela
interacdo de duas vias: via extrinseca e via intrinseca. O processo ocorre por meio
de uma série de ativagdes de fatores de coagulacdo plasmaticos, sendo a maioria
enzimas que circulam em forma de zimogénios na corrente sanguinea. A forma
ativada de um fator de coagulacdo catalisa a ativacdo do proximo. Poucas
quantidades dos fatores de coagulacdo que iniciam o processo geram pequenas
quantidades de trombina, que é suficiente para ativar fatores que amplificam o
processo e geram fibrina (DAVIE & RATNOFF, 1964; MACFARLANE, 1964).

A via extrinseca é iniciada através da exposicao do fator tecidual (FT) das células
endoteliais ao sangue apos lesao vascular, o que ativa o fator VII (FVII). O FT ligado
ao FVII ativado catalisa a ativagado do fator X (FX). A via intrinseca € iniciada pelo
fator XII (FXIl) que é ativado quando o sangue entra em contato com superficies de
cargas negativas (superficies com colageno exposto). Nestas superficies, a
calicreina, na presenca do cininogénio, ativa o FXII que, por sua vez, ativa o fator Xl
(FXI). O FXI ativado converte o fator IX (FIX) em sua forma ativa. O FIX ativado, na
presenga do fator VIII (FVIII) ativado, ativa o FX. A partir da ativagdo do FX, o
processo na via extrinseca e intrinseca € o mesmo, denominado via comum. O FX
ativado ativa o fator V (FV). O FX ativado ligado ao FV ativado forma o complexo
protrombinase, que leva a conversdo da protrombina em trombina. A grande
quantidade de trombina formada promove a conversdo do fibrinogénio em fibrina

que se interligara para formar polimeros, além de ativar o fator XIlI (FXIII), o qual
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promove a estabilizacdo do coagulo de fibrina (BROZE, 1995). O modelo classico da

cascata de coagulagédo sanguinea esta representado na Figura 1.

Via intrinseca

Via extrinseca
EVII l Cininogénio
- DU <———— FXII
FT \
FVila —> e
- FVllla
Ca?* / /
Fosfolipideo + Ca?*

Complexo
wohmdeomaﬂ FXIII

o

Protrombina
—>

a2+

Polimerosde

Fibrinogénio [ dl Fibrina Fibrina

Figura 1. Modelo classico da coagulagdo sanguinea.

O modelo proposto por Hoffman (2001), denominado modelo celular, conseguiu
demonstrar que as vias extrinseca e intrinseca nao atuam de forma independente e
sim de maneira complementar (BECKER, 2005). Neste modelo, a coagulagao
sanguinea é dividida em trés etapas: iniciagdo, amplificagdo e propagacgao. A etapa
de iniciagdo ocorre no local da lesdo mediada por células extravasculares que
expressam FT. Na superficie dessas células, o FT ligado ao FVII ativado ativa o FIX
e o0 FX. O FX ativado se liga ao FV formando o complexo protrombinase na
superficie da célula. O FIX ativado se liga a superficie de plaquetas. Ainda nessa
etapa, sdo geradas pequenas quantidades de trombina que iniciam a etapa de
amplificacago (HOFFMAN; MONROE, 2001; HOFFMAN, 2003). Na etapa de
amplificagdo, a trombina gerada na etapa anterior ativa plaquetas que expéem seus
receptores e sitios de ligagdo aos fatores de coagulagao ativados. Além disso, o FV,
FVIII e FXI sdo ativados. O FVIII complexado com o Fator de von Willebrand (FvW)
dissocia-se. Na etapa de propagagao, o FIX ativado se liga ao FVIII ativado, o FX
dissocia-se do FV e ocorre a formagao do complexo tenase (FVIII/FIX/FX). Todos
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esses eventos ocorrem na superficie das plaquetas ativadas. A partir disso, uma
significativa quantidade de trombina é formada possibilitando a formagéo do coagulo
de fibrina (HOFFMAN; MONROE, 2001; HOFFMAN, 2003). O modelo celular da

coagulacgao esta representado na Figura 2.

Células \ll
o Protrombina
Iniciacéo expressando
(nas células que

expressam FT)

.

Amplificagdo m
(na superficie das Fvilla | Fvill+FvwW
plaquetas ativadas) A

o
; (Complexo
Propagacao Protrombinase) Protrom blna
(na superficie das 3
plaquetas ativadas)
FIXa + FVllla

(Complexo tenase)

Fibrinogénio —) Fibrina

Figura 2. Modelo celular da coagulagéo. (FERREIRA et al., 2010. Modificado).

Considerando o modelo celular é possivel perceber a importancia dos fatores de
coagulagao, assim como do endotélio e das plaquetas e compreender as doencas
causadas pela deficiéncia desses fatores assim como dos disturbios das plaquetas e

endotélio.

1.2 O papel do FVIIl na coagulagao

O FVIII é uma glicoproteina plasmatica sintetizada principalmente em hepatdcitos. O
gene que codifica o FVIII esta localizado no brago longo do cromossomo X na banda
Xq28, possui 186 kilobases (kb), 26 éxons que variam em tamanho de 69 a 3.106
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pares de bases (pb) e 25 introns que variam de 14 a 32 kb. Os introns representam
cerca de 95% do gene (177 kb) (GITSCHIER et al., 1984).

O RNA mensageiro (MRNA) do gene que codifica FVIII (F8) tem aproximadamente 9
kb e codifica um precursor protéico com 2.351 aminoacidos, dos quais 19
correspondem a um peptideo sinal. Apos processamento protéico, uma proteina
madura de 2.332 aminoacidos dispostos em 6 dominios A1-A2-B-A3-C1-C2 é
gerada (LEVINSON et al., 1992; LENTING et al., 1998). As por¢cdes C-terminal dos
dominios A1 e A2 e N-terminal do dominio A3, contém residuos carregados
negativamente denominados regides acidicas a1 (337-372), a2 (711-740) e a3
(1649-1689), respectivamente (SAENKO et al., 2002). No reticulo endoplasmatico, o
FVIII é clivado na jungdo dos dominios B-A3 e em sitios adicionais dentro do
dominio B, dividindo a molécula em duas porgdes: cadeia pesada (200 kDa) que é
constituida pelos dominios A1, A2 e fragmentos do dominio B e cadeia leve (80 kDa)
que é constituida pelos dominios A3, C1 e C2. As duas cadeias sao associadas por
um ion metal, formando um heterodimero (FAY, 2004; FANG et al.,, 2007). A

estrutura e organizagcao dos dominios do FVIII estdo representadas na Figura 3A.

Depois de secretado na circulagdo sanguinea, o heterodimero inativo se liga ao FVvW
via dominio C2 e regido a3 (PRATT et al., 1999; NGO et al., 2008). Essa ligagao ao
FvW previne a formagao do complexo tenase (Xase) antes da ativacao do FVIII, o
protege da degradacdo pela proteina C ativada, FIX ativado e FX ativado
(ANANYEVA, 2001; SAENKO et al., 2002) e auxilia no transporte do FVIII para
locais de lesdo endotelial. Apés uma injuria vascular, o FVIII é ativado por protedlise
catalisada por dois ativadores fisiolégicos: trombina e FX ativado. Os principais sitios
de clivagem para ativagdo do FVIII no processo de coagulagdo séo nos residuos
Arg372, Arg740 e Arg1689 (BOWEN, 2002; LAVIGNE-LISSALDE et al., 2009). A
ligagdo ao FVW facilita essas clivagens e a ativagao do FVIII. A clivagem no residuo
Arg1689 resulta na remogéao da regiao que contém o sitio de ligagao ao FVW (regiao
a3) liberando o FVIII e aumentando sua afinidade por membranas contendo
fosfolipidios, incluindo as plaquetas ativadas (HILL-EUBANKS et al., 1989; SAENKO
& SCANDELLA, 1997). A ativagao do FVIII esta representada na Figura 3B. O FVIII
ativado juntamente com o FIX ativado, fosfolipidios de membrana carregados
negativamente e ions de caélcio, formam o complexo tenase que ativa o FX
(ANANYEVA, 2001; FAY, 2004).
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A. Estrutura e organizagao dos dominios do FVIII
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B. Ativacao do FVIII
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Figura 3. Estrutura primaria e ativagéo do FVIII. A. Estrutura primaria do fator VIl e seus dominios.
O FVIII é constituido por uma cadeia pesada com 200 kDa formada pelos dominios A1, A2 e B e uma
cadeia leve com 80 kDa formada pelos dominios A3, C1 e C2. B. A cadeia pesada e a cadeia leve do
FVIII ficam associadas por um ion metal. Apds ser secretado na circulagdo sanguinea, o FVIII se liga
ao FvW. O FVIII é ativado pela trombina por clivagens nos sitios Arg372, Arg740 e Arg1689 formando
um heterotrimero de duas cadeias pesadas e uma cadeia leve, e dissociando-se do FVW. (LAVIGNE-
LISSALDE et al., 2009. Modificado).

1.3 Hemofilia A

A HA é uma doenga hemorragica hereditaria causada pela deficiéncia do FVIII
decorrente de mutagcbes em F8. A HA é um dos disturbios hemorragicos mais
comuns e representa cerca de 80% dos casos de hemofilia, com prevaléncia de
1:10.000 nascimentos masculinos. Nao existe variagao significativa na frequéncia da
doenga entre grupos étnicos (RIZZA & SPOONER, 1983; HEDNER, 2000).

O quadro clinico da HA é caracterizado por hemorragias de gravidade variada. As
manifestagcbes hemorragicas mais caracteristicas da doenga sdo sangramentos

articulares (hemartroses) e musculares (hematomas). A gravidade e a frequéncia
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dos sangramentos estao diretamente relacionadas a atividade residual de FVIII no
plasma. De acordo com a concentragdo e a atividade pro-coagulante do FVIII no
plasma, a HA é classificada como grave, quando a atividade do FVIII for inferior a
1% (0,01-0,05 Ul/mL) do normal, moderada quando atividade do FVIII for entre 1-5%
(0,01-0,05 Ul/mL) do normal e como leve quando a atividade do FVIII for superior a
5% e inferior a 40% (>0,05-<0,40 Ul/mL) do normal (ANTONARAKIS et al., 1995).
Aproximadamente 50% dos pacientes com HA tém a forma grave da doenga e
apresentam com mais frequéncia sangramentos espontaneos nas articulagdes, nos
musculos e 6rgaos internos, enquanto a forma moderada ocorre em cerca de 10-
20% dos pacientes e é caracterizada por episoddios hemorragicos apds pequenos
traumas. A forma leve acomete aproximadamente 30%-40% dos pacientes e as
hemorragias ocorrem somente apds traumas significativos ou intervengdes cirurgicas
(GRAW et al., 2005).

O diagndstico laboratorial da HA requer a realizacdo do teste do Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA) e da determinagcédo da atividade coagulante
do FVIII (FVIII:C). O TTPA é um teste de triagem para identificar anomalias na via
intrinseca da coagulagao, sendo baseado na recalcificagdo do plasma na presenca
de grande quantidade de fosfolipideo e de um ativador do sistema de contato. Nas
hemofilias A e B, o TTPA encontra-se prolongado. O teste de FVIII:C permite a
confirmagdo da HA quando os niveis de FVIII:C estdo abaixo de 40% e a
classificagdo da sua gravidade. Neste teste, a amostra do paciente diluida pode
encurtar o tempo de coagulagdo em um meio contendo plasma deficiente em FVIII,
reagente para TTPA (fosfolipideo e ativador de contato) e calcio. O resultado é
representado em uma linha entre o tempo de coagulacdo e uma série de dilui¢cdes
do plasma padrdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

1.3.1 Heranca genética da hemofilia A

Similarmente a todas as doengas ligadas ao cromossomo X, a HA afeta quase que
exclusivamente individuos do sexo masculino, pois homens possuem apenas um
alelo de F8. Diferentemente, uma vez que as mulheres possuem dois cromossomas
X, estas somente manifestam a doenga quando possuem os dois alelos mutados,
uma situacao muito rara. Assim, € mais comum que as mulheres possuam um alelo
mutado, sendo entdo portadoras da hemofiia com 50% de probabilidade de

transmitir o alelo afetado a sua prole. A atividade plasmatica do FVIII das portadoras
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geralmente é reduzida, mas suficiente para o funcionamento adequado da
hemostasia, na maioria dos casos. Por isso, as portadoras raramente apresentam
sangramento clinico (PIO et al., 2009; MAZURKIEWICZ-PISAREK et al., 2016). Em
cerca de 30% dos casos, a HA origina-se a partir de mutagbes espontaneas (de
novo) que podem ocorrer durante a gametogénese de um dos progenitores
(mosaicismo germinativo) ou no embrido (moisacismo somatico) (SOARES et al.,
2001).

1.3.2 Tratamento da hemofilia A

O tratamento da HA é baseado na reposicao do FVIII deficiente através de infusdes
de concentrados de FVIII de forma profilatica ou sob demanda. Até o inicio da
década de 1980, os produtos disponiveis para o tratamento dos pacientes com HA
eram crioprecipitado e o plasma fresco congelado. Posteriormente, surgiram os
concentrados de FVIII de origem plasmatica (dpFVIIl), isto €, produzidos por meio do
fracionamento do plasma humano, e a seguir o concentrado de FVIII de origem
recombinante (rFVIIl) produzido atraves de técnicas de engenharia genética
(CASTRO et al., 2014).

A quantidade de doses, a concentracdao e a frequéncia de infusées do FVIII
dependem da gravidade da hemofilia, do tipo de hemorragia e do peso corporal do
paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Atualmente existem duas modalidades
de tratamento da HA que sao definidas pela periodicidade com que é realizada a
reposi¢cao do fator de coagulagédo, podendo ser sob demanda, isto €, baseado em
infusdes de FVIII somente apds a ocorréncia de um episédio hemorragico; ou
tratamento de profilaxia que é caracterizado por reposigéao de FVIII de forma regular
e continua, com o objetivo de manter os niveis de FVIII suficientemente elevados
para prevenir os episddios hemorragicos. A profilaxia € recomendada pela
Federagdo Mundial de Hemofilia (FMH), pelo Ministério da Saude e pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para pacientes com HA grave (BERNTORP
et al., 2003; FISCHER et al., 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
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1.4 Anticorpos inibidores em hemofilia A

Uma das maiores complicagbes dos pacientes com HA é o desenvolvimento de
aloanticorpos que inibem a atividade do FVIII (inibidores). A incidéncia acumulada de
inibidores é de aproximadamente 30% nos pacientes com HA grave. Cerca de 5%-
15% dos pacientes com HA moderada ou leve desenvolvem inibidores ao longo do
tratamento de reposicdo (BAYRY et al.,, 2003). De forma geral, 10%-40% dos
pacientes com HA desenvolvem inibidores (ENRENFORTH et al., 1992; DARBY et
al., 2004).

Os inibidores de FVIII sdo anticorpos policlonais do tipo IgG, principalmente da
subclasse 1gG4, com epitopos multiplos variaveis entre pacientes e até mesmo no
mesmo paciente ao longo do tempo (CHAVES et al., 2008; LEWIS et al., 2013).
Esses anticorpos inibitérios bloqueiam os epitopos funcionais do FVII,
principalmente nos sitios mais antigénicos A2, A3-C1 e C2, interferindo na atividade
pré-coagulante da proteina infundida. Desta forma, o paciente passa a nao
responder ao tratamento com o concentrado de FVIIl, podendo apresentar
hemorragias que demoram mais a cessar e que sao de dificil tratamento. Isso pode
levar a maior morbidade com redugdo da qualidade de vida dos pacientes
(PRESCOTT et al., 1997; LOLLAR, 2004; LEISSINGER et al., 2011; WALSH et al.,
2015).

1.4.1 Diagnéstico dos inibidores de FVIII

Pacientes com inibidores passam a n&o responder ao tratamento com o concentrado
de FVIIl, podendo apresentar hemorragias que demoram mais a cessar e que sao
de dificil tratamento. Em alguns casos, a presenca de anticorpos anti-FVIIl pode ser
detectada durante a avaliacdo laboratorial de rotina ainda que o paciente nao
apresente manifestagbes clinicas de sangramento. A presenca de inibidor é
confirmada por um teste de coagulacao sanguinea denominado Teste de Bethesda.
Uma unidade de Bethesda (UB) corresponde a diluigdo do plasma do paciente
capaz de neutralizar 50% do FVIII em um mesmo volume de plasma normal
(VERBRUGGEN et al.,1995; 2002). Os inibidores séo classificados como
transitorios, de alta ou baixa resposta. Titulos de inibidor persistentemente inferiores
a 5 UB/mL, apesar de constante estimulo com o FVIIl, sdo classificados como

inibidores de baixa resposta. Em contraste, titulos superiores ou iguais a 5 UB/mL
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em 1 ou mais ocasides sao considerados inibidores de alta resposta e podem se
manter por varios meses mesmo se 0 paciente interromper a exposicdo ao FVIII
(KASPER et al., 1975; LAVIGNE-LISSALDE et al., 2005). Ao longo do tempo, podem
ocorrer alteragdes nos titulos de inibidores e o seu desaparecimento espontaneo
dentro de semanas ou meses pode ocorrer, em especial com os inibidores de baixa
resposta (DIMICHELE, 2000; CARAM et al., 2011). Os inibidores transitérios
desaparecem ao longo da reposi¢ao de FVIIlI e ndo requerem nenhuma intervengéo
especifica (TAGARIELLO et al., 2013).

1.4.2 Fatores de risco associados ao desenvolvimento de inibidores

Varios estudos vém tentado investigar os complexos mecanismos fisiopatolégicos
que levam ao desenvolvimento de inibidores do FVIII em pacientes com HA. No
entanto, as bases bioldgicas relacionadas ao desenvolvimento de inibidores s&o
complexas e ainda pouco conhecidas. Achados recentes contribuiram para
desvendar que os inibidores se desenvolvem a partir de um processo multifatorial
envolvendo fatores genéticos e nao genéticos (LILLICRAP et al., 2014; GARAGIOLA
et al., 2018).

Condic¢des associadas ao paciente tais como HA grave, raga negra, histéria familiar
de inibidor, alta intensidade e frequéncia das infusdes de concentado de FVIII e uso
de concentrado de FVIII recombinante sdo fatores de risco para o desenvolvimento
de inibidores (DIMICHELE, 2002; ASTERMARK, 2015). Nos ultimos anos, um dos
fatores de risco mais debatidos € o tipo de concentrado de FVIII, considerando a
potencial maior imunogenicidade dos rFVIIl quando comparados com os pdFVIII.
(WIGHT & PAISLEY, 2003; GOUDEMAND, 2006; CALVEZ et al., 2014, 2018;
COLLINS et al., 2014; PEYVANDI et al., 2016).

Em 2016, Peyvandi et al. realizaram o primeiro ensaio clinico randomizado
comparando diferentes classes de concentrados de FVIII (Estudo SIPPET)
(PEYVANDI et al., 2016). Esse estudo mostrou que o risco de desenvolvimento de
inibidores é 87% maior em pacientes tratados com rFVIIl em comparagdo com os
pdFVIIl. Os resultados desse trabalho tém sido amplamente discutidos, pois outros
estudos mostraram que ndo houve associacdo entre a fonte do produto e o
desenvolvimento de inibidores (GOUW et al., 2007, 2013).
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De acordo com alguns estudos, individuos afro-americanos com HA tém risco 2-3
vezes maior de desenvolver inibidores quando comparados aos individuos
caucasianos. Suspeita-se que diferengas entre o FVIII infundido e o FVIII sintetizado
por estes pacientes possam contribuir para uma maior incidéncia de inibidores
(DIMICHELE, 2002; VIEL et al., 2009).

O tipo de mutagdo em F8 é um fator de risco estabelecido para o desenvolvimento
de inibidores. Pacientes com HA e mutagbes sem sentido, grandes delecdes e
inversdes dos introns 1 (Inv1) e 22 (Inv22) possuem risco de 7-10 vezes maior de
desenvolver inibidores do que pacientes com pequenas delecdes/insergcdes e
mutacdes missense (SCHAWAAB et al., 1995; GOODEVE & PEAKE, 2003;
AGOSTINI et al., 2012; ASTERMARK et al., 2013). Os resultados de um estudo
publicado em 2006 (OLDENBURG & PAVLOVA, 2006) demonstraram que
individuos com mutagdes sem sentido, Inv22 e grandes dele¢des exibiram uma
prevaléncia de inibidor de até 41%, enquanto individuos com muta¢cdes com troca de
sentido e mutagdes em sitio de processamento mostraram uma prevaléncia de
inibidor de até 10%. Além disso, grandes dele¢gbes que afetam mais de um dominio
do FVIII estdo associadas a um maior risco de desenvolvimento de inibidores do que
dele¢des que afetam apenas um dominio do FVIII e mutagdes sem sentido na
cadeia leve apresentam maior risco do que aquelas localizadas na cadeia pesada
(OLDENBURG & PAVLOVA, 2006).

Possivelmente, pacientes com mutagdes associadas a um menor risco de
desenvolvimento de inibidores sintetizam o FVIII endégeno, que, mesmo nao sendo
funcional, seria suficiente para conferir uma tolerancia imunolégica ao FVIII
infundido. Por outro lado, pequenas quantidades de FVIII enddégeno sao sintetizadas
em pacientes com mutagdes de maior risco de desenvolvimento de inibidores,
fazendo com que o FVIII infundido seja reconhecido como uma proteina nao prépria,
induzindo, assim, uma resposta imunoldgica contra a proteina exégena (GOUW et
al., 2012; PANDEY et al., 2013).

Além dos fatores genéticos, variagdes que ocorrem naturalmente em outros genes
além do F8, como moléculas do antigeno leucocitario humano (HLA) de classe II,
por ter predisposicao para apresentacao de peptideos do FVIII, e citocinas pré e

anti-inflamatérias (IL-1, IL-2, IL-10 e TNF), por estarem envolvidas na resposta
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imune mediada por anticorpos, foram associadas ao maior desenvolvimento de
inibidores (HAY et al., 1997; ASTERMARK, 2006a; CHAVES et al., 2010a; LOZIER
et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2015). Entretanto, os estudos
realizados até o momento se basearam em desenhos transversais/caso controle e
nao avaliaram o efeito das infusdes de FVIIl sobre a resposta imune de forma
prospectiva e cumulativa. Além disso, nenhum estudo avaliou os niveis de
biomarcadores imunoloégicos em pacientes com HA durante as primeiras infusdes de

concentrados de FVIII.

1.4.3 Imunologia dos anticorpos anti-FVIII

A resposta imune que envolve o desenvolvimento de inibidores € classica, na qual
inicialmente o FVIII é endocitado por células apresentadoras de antigeno (APCs),
como células dendriticas, macrofagos e linfécitos B, que estdo localizadas nos
linfonodos e baco. As APCs sao ativadas através da sinalizagao especifica contra
antigenos exogenos, principalmente via receptores de manose, e dao inicio ao
processamento intracelular que cliva o FVIII em pequenos peptideos (8-10
aminoacidos) por proteases endo-lisossomais, 0s quais s&do carregados por
moléculas de HLA de classe Il. O complexo peptideo-HLA-II € exposto na superficie
das APCs e apresentados aos receptores de células T (TCR) de células T CD4",
resultando em sua ativagao e proliferagao em células T efetoras e de memoria (RICK
et al., 2003).

Sinais co-estimulatérios sao proporcionados pela ligacdo de células B (CD80 e
CD86) ao CD28 para ativar completamente os linfécitos T e estimular a liberagéo de
citocinas (WATERS & LILLICRAP, 2009). A ativagéo de células T do tipo 1 induzem
a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, como interferon-gama (INF-y),
interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose tumoral (TNF), que favorecem a ativacao das
APCs e estimulam células B a se diferenciarem em células produtoras de anticorpos
que se ligam ao complemento (IgG1 e 1gG2) e células B de memdria (MURPHY,
1998; LOLLAR, 2004). Por outro lado, as células T do tipo 2 produzem citocinas anti-
inflamatdrias/reguladoras, como interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10), que
regulam a ativacdo das APCs e das células do tipo 1, reduzindo a intensidade da
resposta imune, além de estimularem a diferenciacdo de células B em células
produtoras de anticorpos que nao se ligam ao complemento (IgG4) e ainda células B

de memoaria. Embora os inibidores de FVIII sejam principalmente da subclasse 1gG4,
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as subclasses IgG1 e IgG2 também estdo usualmente presentes (REDING et al.,
2002, 2003; LOLLAR, 2004; CHAVES et al., 2008).

Isotipos como IgM e IgA também podem ser observados, mas principalmente em
individuos com hemofilia adquirida, uma doencga autoimune (TIEDE et al., 2016). A
ativacdo das células T € regulada negativamente pela ligagdo competitiva do
antigeno 4 dos linfécitos T citotdxicos (CTLA4) as moléculas B7 das APCs (LOLLAR,
2004; LAl & LILLICRAP, 2017). Ha possibilidade de existir uma resposta imune
contra o FVIIl independente de células T, associada principalmente a formacao de
anticorpos nao neutralizantes e/ou de baixa afinidade (PORDES et al.,, 2011). A
ativagdo da resposta imune pelo FVIII exégeno e formagéo de anticorpos inibidores

esta representada na Figura 4.
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Figura 4. Ativagdo da resposta imune pelo FVIII exégeno e formagéo de anticorpos inibidores. O
FVIII exégeno liga-se a APC (1). Apos endocitose, o FVIII é clivado em pequenos peptideos (2).
Esses peptideos séo carregados por MHC-Il. O complexo peptideo-HLA-II € exposto na superficie da
APC e apresentados aos receptores de células T (TCR) de células T CD4" (3). Sinais co-
estimulatorios sdo proporcionados pela ligagao de moléculas da APC (CD80 e CD86) ao CD28 (4a)
para ativar completamente os linfocitos T e estimular a liberagdo de citocinas (5). A ligagado dessas
citocinas aos receptores correspondentes (CK-R) estimula genes da resposta imune e moléculas co-
estimulatérias na superficie de células B e T (6). A acdo aumentada de citocinas e moléculas co-
estimulatdrias, incluindo interagcéo entre CD40 e CD40L, induz a proliferagdo de células B especificas
contra o FVIII a se diferenciarem e produzirem anticorpos anti FVIII (7). A ativagdo das células T é
regulada negativamente pela ligagdo competitiva do CTLA4 as moléculas B7 das APCs (4b).
(ASTERMARK, 2006b Modificado).

Alguns estudos sugerem que o tratamento com infusdes repetidas de concentrado
de FVIII possa alterar a resposta imune, podendo contribuir para a fisiopatologia dos
inibidores (HU et al., 2007; CHAVES et al., 2010b; OLIVEIRA et al., 2013). Esses
estudos indicam a participagdo de citocinas anti-inflamatérias/reguladoras,
principalmente IL-4, IL-5 e IL-10, no desenvolvimento de inibidores, bem como a
baixa produgéao de inibidores na presenga de moléculas pré-inflamatérias (TNF, IFN-
v € IL-2). Por outro lado, um estudo recente (SUN et al., 2018) mostrou que citocinas

pro-inflamatorias foram significativamente elevadas em camundongos com HA com
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inibidores anti-FVIlIl em comparagdo com camundongos com HA sem inibidores.
Além disso, foram detectados baixos niveis plasmaticos de citocinas anti-
inflamatorias nos camundongos com inibidores, sugerindo que citocinas anti-
inflamatorias diminuidas e citocinas pré-inflamatérias aumentadas criam um
ambiente favoravel a resposta imune para o desenvolvimento de anticorpos contra o
FVIII (SUN et al., 2018).

Em artigo recente, nosso grupo investigou o perfil imunolégico de pacientes com
hemofilia previamente nao tratados (PUPs, da sigla em inglés, previously untreated
patients) em comparagao com meninos saudaveis. Os PUPs apresentaram niveis
significativamente maiores de IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A mostrando que
esses pacientes apresentam um perfil imunolégico distinto mesmo anteriormente a
infusdo de FVIII, caracterizado por um proeminente estado proé-inflamatério regulado
por IL-4 e IL-10. Os autores hipotetizaram que algumas citocinas e quimiocinas sao
secretadas em resposta a um processo inflamatério inicial provavelmente estimulado

por sangramentos subclinicos que ocorrem em PUPs com HA (JARDIM et al., 2017).

A maioria dos estudos publicados relata que as citocinas desempenham um papel
importante na resposta imune envolvida no desenvolvimento de inibidores (CHAVES
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013). No entanto, as quimiocinas tém sido menos
exploradas nesse cenario (JARDIM et al., 2017; SUN et al., 2018). As quimiocinas
atuam como agentes quimiotaticos de leucécitos circulantes, promovendo sua
migragdo para locais de inflamagdo ou lesdo (CHARO & RANSOHOFF, 2006).
CXCL8 esta envolvido na inflamacgao, fibrose, angiogénese, tumorigénese e é um
quimiotatico potente de neutrdéfilos (HUBER, et al., 1991; RUSSO et al., 2014). Além
disso, atua como uma importante quimiocina no cenario de infec¢ao e lesao vascular
(KOCH et al., 1992). CXCL9 e CXCL10 estédo envolvidas no recrutamento de células
T efetoras para locais de inflamagdo (LUSTER, 1998) enquanto CCL2 e CCL5
medeiam migragcdo de mondcitos e macréfagos e sua infiltragdo em locais de
inflamagdo (DESHMANE et al., 2009). Quimiocinas tém sido implicadas em uma
ampla gama de doengas com componentes inflamatérios proeminentes. Por
exemplo, niveis elevados de quimiocinas CC, particularmente CCL2 e CCL5, nas
articulagdes de pacientes com artrite reumatdide coincidem com o recrutamento de
mondcitos e células T para os tecidos sinoviais (CHARO & RANSOHOFF, 2006).

Como o CXCL8 é um componente critico de processos mediados por inflamacéo, a
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superexpressao de CXCLS8 e seus receptores tem sido implicada em varias doencgas
mediadas por inflamacdo que incluem fibrose cistica, doenga pulmonar obstrutiva
cronica, asma, psoriase, artrite reumatoide e doengas inflamatérias intestinais (HA et
al., 2017).

As células T reguladoras (Tregs) parecem desempenhar um papel crucial para evitar
o processo de formacao de inibidores (CAO et al., 2009). As Tregs formam uma
subpopulacao de linfocitos T capazes de suprimir as células T efetoras a partir de
varios mecanismos como a supressao da proliferagdo e produgao de citocinas por
células T efetoras e impedimento da diferenciacdo de células T CD8" em células
totalmente funcionais (MELO & CARVALHO, 2009). Além disso, as Tregs podem
suprimir mecanismos dependentes do contato celular envolvendo APCs ou inibir a
secregdo de citocinas (CAO et al., 2009). Varios subconjuntos de Tregs com
atividade supressora foram descritos, incluindo Treg CD4"CD25FoxP3*, células Tr1
produtoras de IL-10, células Th3 produtoras de fator de crescimento transformador-3
(TGF-B), Treg CD8", células NK-T, células CD4CD8 e células Tyd (CAO et al,
2009). Em particular, as células CD4'CD25'FoxP3" expressam CD25, CTLA-4,
receptor do fator de necrose tumoral induzido por glicocorticéides (GITR), receptor
de fator de necrose tumoral-2 (TNFR-2) e antigeno leucocitario humano relacionado
ao antigeno D (HLA-DR) e se originam durante o desenvolvimento de células T
timicas (MELO & CARVALHO, 2009). Entretanto, essas células também podem ser
induzidas a partir de células T convencionais na periferia (CAO et al., 2009; MELO
& CARVALHO, 2009).

Um estudo recente sugeriu que as células B localizadas na zona marginal do bago
podem ter um papel importante no inicio do desenvolvimento de inibidores (ZERRA
et al., 2017). Os autores mostraram que o FVIIl se localizou na zona marginal do
baco de camundongos com HA logo apdés a inje¢do, na mesma regido de
concentracao das células B. Os resultados mostraram que a remocao das células B
da zona marginal impede completamente a formagéao de inibidores apos a infusao de
FVIIl em modelo animal (ZERRA et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

A HA é a coagulopatia mais frequente ligada ao cromossomo X. Dentre as
complicagdes clinicas associadas a doencga, o desenvolvimento de inibidores contra
o FVIII é, sem duvida, a mais temida e desafiadora, acometendo aproximadamente
30% dos pacientes com a forma grave da doenca. Pacientes com HA que
desenvolvem inibidores apresentam sangramento de dificil controle com o
concentrado de FVIIl e passam a requerer agentes hemostaticos mais onerosos e
menos eficientes. Os principais fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento
de inibidores em HA sao a presenca de histéria familiar de inibidor, o tipo de mutacao
de F8 e a intensidade das infusdes de FVIII. Entretanto, ndo se conhece o motivo
pelo qual infusdes frequentes e intensivas de FVIII levariam ao desenvolvimento de
inibidor. Assim, ndés hipotetizamos que as infusdes de FVIII poderiam levar a um
desequilibrio do sistema imune que poderia estimular o desenvolvimento de
inibidores. Para testar esta hipotese, nés propusemos avaliar os efeitos das infusdes
de concentrado de FVIII sobre biomarcadores do sistema imunoldgico em pacientes
com HA durante o tratamento de reposicdo até pelo menos 75 DE ou ao

desenvolvimento de inibidor.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Avaliar o efeito das infusbes de fator VIII sobre biomarcadores imunologicos em

criangas com HA congénita.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o perfil isotipico e de subclasses de anticorpos anti-FVIIl em amostras de
criancas com HA antes da primeira infusdo e durante o tratamento com

concentrado de FVIII.

2. Avaliar o perfil isotipico e de subclasses de anticorpos anti-FVIII em amostras de
criancas com HA que nao desenvolveram inibidores em comparagao com os que

desenvolveram.

3. Avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas em amostras de criangas com HA antes

da primeira infusdo e durante o tratamento com concentrado de FVIII.

4. Avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas em amostras de criangas com HA que

nao desenvolveram inibidores em comparagao com os que desenvolveram.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Este € um estudo de coorte, prospectivo, que tem como objetivo avaliar o efeito das
infusbes de FVIII sobre biomarcadores imunolégicos em criangas com HA
acompanhados desde o diagndstico. Este estudo € um subprojeto do Estudo
HEMFIL, um estudo de coorte, prospectivo, que tem como objetivo avaliar fatores
clinicos, imunolégicos e genéticos relacionados ao desenvolvimento de inibidores

em hemofilia. O delineamento do estudo esta representado na Figura 5.

O nome Estudo HEMFIL deu-se em homenagem ao cartunista Henfil, que, junto com
mais dois irmé&os, tinha hemofilia A e faleceu em decorréncia de complicagdes da
doenca. Para tal uso, obteve-se aprovagao do seu filho (lvam Cosenza de Souza),
que dirige a Fundacao Henfil. Ele permitiu o uso da figura da grauna como logo do
Estudo HEMFIL, que foi desenhada por um ilustrador especificamente para o

estudo.

TO Acompanhamento

! Diagnostico da hemofilia A 1 Anamnese e exame fisico

Preenchimento de
formularios e cartilha

—| Anamnese e exame fisico -

Preenchimento de

formularios - Dosagem de inibidores

— Genotipagem do F8 Triagem e titulacado de
anticorpos anti-FVIll

- Dosagem de inibidores Teste de avidez de

anticorpos anti-FVIIl

- Triagem e titulagdo de
anticorpos anti-FVIII Dosagem de citocinas e
quimiocinas plasmaticas

Teste de avidez de
anticorpos anti-FVIil

L Dosagem de citocinas e
quimiocinas plasmaticas

Figura 5. Delineamento do estudo.
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4.2 Selegao dos participantes e controles

Os participantes incluidos no estudo foram criangas do sexo masculino com HA
diagnosticados com as formas grave ou moderadamente grave da doenga (FVIII:C <
2%) atendidos em cinco centros de tratamento de hemofilia no Brasil (Hemocentro
de Belo Horizonte, Fundagdo HEMOMINAS em Minas Gerais; HEMOES no Espirito
Santo; HEMORIO no Rio de Janeiro; HEMEPAR no Parand e HEMOSC em Santa
Catarina). Os pacientes foram incluidos de forma consecutiva pelos médicos
assistentes de cada um dos centros de hemofilia, logo apds o diagndstico de HA ser
confirmado, sempre que possivel antes da primeira infusdo de qualquer
hemocomponente/hemoderivado (pacientes previamente ndo tratados [PUPs, da
sigla em inglés, previously untreated patients] ou até no maximo cinco DE (pacientes

minimamente tratados [MTP, da sigla em inglés, Minimally treated patients]).

Para o grupo-controle, foram incluidas 20 criangcas do sexo masculino, saudaveis,
brasileiras, na mesma faixa etaria que os pacientes incluidos no projeto (mediana,
11,5 meses; Interquartile range [IQR] 7,5-13,0 meses). Os participantes do grupo-
controle sao eutroficos, com exame clinico sem alteragdes, normotensos, com peso,
estatura e indice de massa corporal (IMC) dentro dos limites da normalidade, fungao

renal normal e sem intercorréncias passadas dignas de nota.

Todos os pais/responsaveis pelos pacientes foram informados sobre os objetivos do
projeto e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 11).
Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica institucionais e obteve o nimero
CAAE 05648412.2.0000.5118 (Anexo 1).

4.3 Variaveis

Apos inclusdo, foram coletados dados sécio-demograficos, clinicos e laboratoriais
dos pacientes através do preenchimento de formularios padronizados (Anexos 2-5).
Além disso, os pacientes realizaram a primeira avaliagao clinica, para realizagao da

anamnese e exame fisico.

Resumidamente, foram coletadas as seguintes variaveis na inclusdo do estudo: data
de nascimento; origem étnica (auto-defini¢cdo); local do nascimento; peso; atividade

residual do FVIII:C; grupo sanguineo; tipo de parto; data do diagnéstico da hemofilia;
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motivo do diagndstico; histéria familiar de hemofilia; histéria familiar de inibidor;

tratamento de infecgdes; alergias; vacinagao.

44 Acompanhamento dos pacientes

Os pacientes foram acompanhados, a partir do diagnostico, pelos médicos dos
centros participantes através de avaliagao clinica periddica com intervalos de no
maximo 60 dias, incluindo a realizacdo de anamnese e exame fisico, além do

preenchimento dos formularios de acompanhamento padronizados (Anexos 6-10).

Os participantes do estudo receberam uma cartiiha de acompanhamento que foi
preenchida pelo familiar responsavel nos periodos de intervalo entre as consultas
(Anexo 13). Esta cartilha é trazida ao centro participante em todas as avaliagdes
bimensais. Resumidamente, as seguintes variaveis foram coletadas a cada 60 dias:
peso; alergias; vacinacao; tratamento de infecgbes; tratamento com fatores de
coagulagao; tipo de tratamento; dose por dia (se profilaxia); nome do produto;
sangramentos e tratamento instituido; dosagem de inibidores; internacbes e

cirurgias; medicagdes utilizadas; numero acumulado de DE.

4.5 Coleta e processamento de material biolégico

No momento do diagndstico (T0), foram coletadas de cada paciente trés amostras
de 5 mL de sangue total em tubos contendo citrato de soédio 3,2%. Essas amostras
foram utilizadas para determinacdo do FVIII:C, pesquisa de inibidor e analise do
perfil imunolégico. Uma amostra adicional de 5 mL de sangue total foi coletada em
tubo contendo EDTA. Esta foi utilizada para extracdo de DNA e realizagdo dos
testes genéticos para determinagdo da mutagao associada a HA. As amostras dos
controles foram coletadas no Ambulatério de Pediatria do Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Minas Gerais.

Para separacdo do plasma, o sangue total foi centrifugado a 3.500 rpm por 15
minutos a 18°C. O plasma foi aliquotado imediatamente em tubos de polipropileno
(tipo eppendorf) e congelado a -80°C até a realizagdo dos testes laboratoriais. As
amostras de plasma coletadas nos Hemocentros do Espirito Santo, Rio de Janeiro e

Santa Catarina foram transportadas para o laboratério do Servico de Pesquisa da
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Fundacdo HEMOMINAS por courier em gelo seco e armazenadas a -80°C até a

realizacao dos testes laboratoriais.

Parte das amostras de plasma dos pacientes que haviam sido coletadas em
diferentes estagios do tratamento para dosagem de inibidor a cada 60 dias foram
utilizadas neste estudo. As amostras foram divididas em quatro estratos de dias de
exposicao (DE) ao FVIII: antes de qualquer exposicéo (T0); 1-20 DE, 21-75 DE e
acima de 75 DE ao FVIIl. Considera-se como um DE o dia em que o paciente foi
exposto ao FVIII, ou seja, o dia em que o paciente recebeu infusdo de FVIII,

independente da quantidade de doses no mesmo dia e da concentragao utilizada.

4.6 Testes laboratoriais

4.6.1 Determinagao da atividade coagulante do FVIi

Para definicdo do tipo de hemofilia e classificacdo da gravidade da doenca, o teste
de FVIII:C foi realizado para cada paciente em cada um dos centros participantes do
projeto. O plasma foi diluido na proporgéo de 1:5 com Tampao Imidazol (0,1 mL de
plasma + 0,4 mL de tamp&o). A diluigdo do plasma foi suplementada com 0,1 mL de
plasma deficiente em fator VIII e foram adicionados 0,1 mL de cefalina. A mistura foi
incubada a 37°C por 3 minutos. Foi adicionado 0,1 mL de cloreto de calcio (0,025 M)
e registrado o tempo de formacédo do coagulo em coagulémetro. O resultado foi
fornecido em tempo e calculado em atividade (%) a partir de uma curva de
calibragéo realizada com amostras controles (pool de plasma de controles normais).
Os testes foram realizados em duplicata, sendo o resultado final a média entre as

duas dosagens.

4.6.2 Teste de triagem de inibidor

O teste de triagem de inibidor & rotineiramente realizado nos laboratérios de
coagulagdo dos centros de hemofilia participantes como método de rastreamento
para a presenca de inibidores. O teste se baseia na mistura do plasma do paciente
com um pool de plasmas normais e incubagao dessa mistura por 2 horas a 37°C
para investigar a presenca de inibidores. O que se espera € verificar um aumento no
tempo de formacédo de coagulo do pool de plasmas normais caso o plasma do
paciente contenha inibidores. Mediante positividade deste teste deve ser realizada a
titulagao dos inibidores através do teste de Bethesda, descrito em 4.6.3.
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4.6.3 Teste de Bethesda

A titulacdo dos inibidores foi feita por meio do teste de Bethesda em cada um dos
centros participantes do projeto e sua positividade confirmada em um segundo teste,
com intervalo de duas a quatro semanas. Para a realizacao do teste, as amostras de
plasma dos pacientes foram preparadas em uma série de diluicbes e incubadas a
37°C por 2 horas junto a um pool de plasmas de individuos sem hemofilia, com
concentragbes normais de FVIII plasmatico (pool/ de plasmas normais). Como
controle foi feita uma solugdo contendo plama deficiente de FVIII e pool de plasmas
normais. Apos a incubacéo, dosou-se o FVIII:C residual nas amostras e na solugao

controle. Para o célculo da atividade de inibidor, foi utilizada a seguinte férmula:

FVIllIresidual da amostra do paciente

x 100
FVIll residual da solugao controle

4.6.4 Triagem de anticorpos anti-FVIIl por ELISA

Todas as amostras de plasma selecionadas para o estudo foram utilizadas em
testes de triagem por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) para
verificacdo da presenga de anticorpos anti-FVIIl. Para realizagdo do protocolo,
placas de 96 pocgos (Invitrogen™ Nunc MaxiSorp™,Thermo Scientific™;
Massachusetts, EUA) foram sensibilizadas overnight a 4°C com 100 uyL de FVIII
recombinante (ADVATE® Alfa octocogue, Baxter; Lexington, EUA) diluido em PBS
1X (0,1 Ul/pogo). As placas foram lavadas trés vezes com 100 uL/pogo de solugao
de lavagem (PBS 1X 1%, Tween 20 - PBS-W) e bloqueadas por 1 hora a 37°C com
200 uL/pogo de solugao de bloqueio (PBS 1X e 1% de albumina sérica bovina). Em
seguida, as placas foram lavadas trés vezes com 100 uL/pogco de PBS-W. Foram
adicionados 100 pL/poco das amostras de plasma dos pacientes diluidas 1:40 em
solugédo de bloqueio e incubadas por 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas trés
vezes com PBS-W e a reagdo foi finalizada com 100 pL/pogo dos seguintes
anticorpos diluidos em solucdo de bloqueio: IgM-Biotina de cabra anti-humano,
especifico da cadeia p (B1265, Sigma-Aldrich, St. Louis , EUA), diluido 1:40.000;
IgG1-HRP monoclonal de rato anti-humano, HP6188 (M1328, Sanquin, Holanda),
diluido 1:10.000; IgG3-Biotina monoclonal de rato anti-humano, HP6050 (B3523,
Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA), diluido 1:1.000 e IgG4-Biotina monoclonal de rato
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anti-humano, HP6025 (B3648, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), diluido 1:3.000. Os
experimentos foram realizados separadamente para cada subclasse de anticorpos
(IgM, 1gG1, IgG3 e IgG4). As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C e lavadas
trés vezes com 100 ulL/pogco de PBS-W. Foram adicionados 100 pL/pogo de
Streptavidina marcada com peroxidase (Sigma-Aldrich) diluida em solugdo de
bloqueio (1:5.000) e a placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente.
Apos cinco lavagens com 100 yL/pogco de PBS-W, a revelacéo foi realizada com 100
pML/pogo de solugdo de OPD (o-phenylenediamina), sendo a placa incubada a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 30 minutos. A absorvancia foi
mensurada a 492nm em leitor de ELISA apds adicdo de 50 uL/pogo de H,SO4 1M
(Sigma-Aldrich). Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os

resultados emitidos como média dos dois testes.

4.6.5 Determinacao dos indices de avidez de anticorpos anti-FVIi

As amostras de plasma dos pacientes que tiveram resultados de densidade Optica
(DO) maior que a média da DO dos controles mais trés desvios-padrao (DP) foram
utilizadas em um teste para determinar a intensidade com que anticorpos IgG e IgM
permanecem ligados ao antigeno (ELISA-Avidez). Nesta técnica, foi utilizada uma
solucado de ureia 6 M para causar o rompimento das interagdes entre anticorpos e
antigenos. A técnica de ELISA-Avidez foi realizada de acordo com a técnica de
ELISA convencional descrita anteriormente, exceto pela primeira lavagem apds a
incubacdo com as amostras de plasma, na qual os pocos, em duplicata, foram
submetidos a uma incubagdo com uma solugao de ureia 6 M em PBS 1X por 10
minutos, enquanto outra duplicata das mesmas amostras foi incubada com PBS-W

por 10 minutos.

Para a avaliacdo dos indices de avidez das imunoglobulinas, os resultados foram
expressos como indice de Avidez (IA) e calculados como a razéo entre os valores da
DO obtidos das amostras tratadas com ureia (U+) e das amostras néo tratadas com
ureia (U-), seguindo a formula: 1A (%) = [DO(U+) / DO(U-)] x 100. Os valores de I1A
<30% foram considerados de baixa avidez, IA entre 30% e 60% de avidez
intermediaria e IA >60% de alta avidez (HEDMAN; ROUSSEAU, 1989).
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4.6.6 Dosagem de citocinas e quimiocinas plasmaticas

As amostras de plasma foram descongeladas em banho-maria por 5 minutos a 37°C
e centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm para separagao do plasma pobre em
plaquetas. A dosagem de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, INF-y, TNF e IL-17A) e
quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10) por citometria de fluxo
utilizou kits comerciais (CBA — Cytometric Bead Array — Bencton, Dickinson and
Company - BD/Pharmingen, San Jose, EUA), foram registradas em pg/mL e os
experimentos foram feitos em duplicata, de acordo com as especificagdes do
fabricante. Os dados foram analisados usando o software FCAP v1.0.1 (BD

Biosciences, Franklin Lakes, Estados Unidos).

O CBA é um método de captura de um analito soluvel através de anticorpos
especificos conjugados a beads. O Kit possuiu um reagente de detecgdo, composto
por ficoeritrina (PE) conjugada com anticorpos que € utilizado para identificagdo do
analito ligado as beads. As citocinas e quimiocinas plasmaticas especificas
presentes na amostra do paciente se ligam as beads formando um complexo bead-
analito-reagente de detecgdo, que € dosado através de citometria de fluxo. A
concentracdo do analito € medida a partir da intensidade da fluorescéncia gerada,
comparando-se a uma curva padrao sendo a fluorescéncia detectada proporcional a

concentracédo do analito.

4.6.7 Testes moleculares

Os pacientes incluidos no estudo foram avaliados para a presenca das inversbes
dos introns 1 (Inv1) e 22 (Inv22) de F8. Uma regido de 9,5 kb do intron 22 (Int22h1)
encontra-se presente duas vezes proxima a regiao telomérica (Int22h2 e Int22h3). A
recombinacdo entre a regido Int22h1 e as regides extragénicas homodlogas Int22h2

ou Int22h3 resultarao, respectivamente, nas inv22 do tipo 1 e tipo 2.

As analises das Inv1 e Inv22 foram realizadas nas amostras coletadas em tubos
contendo EDTA em TO. Primeiramente, foi feita a extragdo de DNA genbmico
utilizando kit comercial QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), com
metodologia baseada em coluna de silica. Para realizagdo da técnica de PCR

inversa para diagnéstico da Inv22, 10 uL de DNA (100 ng/uL) foram digeridos com
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10 U/ug de enzima Bcl | (Invitrogen, Califérnia, EUA) a 55°C por 2 horas. O produto
da digestéo foi purificado com a mistura de fenol e cloroférmio/alcool isoamilico (v/v
de fenol saturado [pH8,0] e cloroférmio diluido em alcool isoamilico na proporg¢ao
24:1). Em seguida, 50 uL do produto purificado foram incubados na presenga de 5
U/uL da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen, Califérnia, EUA) a 15°C, overnight, para
geracdo de moléculas de DNA circulares. O produto da ligagdo foi purificado
novamente com a mistura de fenol e cloroférmio/alcool isoamilico e, em seguida,
duas reacoes de amplificacdo por PCR realizadas seguindo o mesmo protocolo, com
alteracao apenas na combinagao de oligonucleotideos utilizada (Tabela 3): uma para
o teste diagnéstico e, a outra, para teste complementar. Resumidamente, 6 uL do
produto purificado foram misturados a tamp&o de reacao 1X, 1,5 mM de MgCl,, 100
MM de cada ANTP, 3 U de GoTaq DNA polimerase (Promega, Wisconsin, EUA) e 10
MM de cada um dos oligonucleotideos em um volume final de 25 uL. As duas
reacoes foram amplificadas em termociclador com o mesmo perfil térmico: 35 ciclos
de 96°C por 30 segundos, 56°C por 1 minuto e 72°C por 90 segundos. Os produtos

resultantes da amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 2%.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na reagéo da Inv22

Identificacdo Sequéncia (5’-3')
ID ACATACGGTTTAGTCACAAG
U CCTTTCAACTCCATCTCCAT
ED TCCAGTCACTTAGGCTCAG
2U ACGTGTCTTTTGGAGAAGTC
3U CTCACATTGTGTTCTTGTAGTC

As reagbes de PCR para analise da Inv1 foram realizadas com 300 ng/uL de DNA
gendmico, misturados a 2,5 uL de tampéao 1X; 4 mM MgCly; 5% DMSO; 0,5 mM de
cada DNTP; 1,25 U da enzima Taq polimerase e 10 uM de cada oligonucleotideo,
sendo: Int1h-1 (oligonucleotideos 9F + 9cR + int1h-2F); Int1h-2 (oligonucleotideos
int1h-2F + int1h-2R + 9F) (Tabela 4).
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na reagéo da Inv1

Identificacdo Sequencia (5’-3’)
9cR CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG
9F GTTGTTGGGAATGGTTACGG
Int1h-2F GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA
Int1h-2R TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA

O sequenciamento completo de F8 é imprescindivel para identificar a alteragao
genética associada a HA naqueles pacientes que nao apresentam as inversdes. Isso
sera possivel com a cobertura completa de toda a regido exénica de F8, incluida em
um painel customizado, junto a outros genes de interesse do estudo, para avaliagdo
através da técnica de sequenciamento de nova geragdo (NGS) (procedimento em
andamento). Sera utilizada a ferramenta Design Studio da empresa lllumina
(Califérnia, EUA) para a customizacgao das regides de interesse e selegao do painel
de enriquecimento para a construgao das bibliotecas com AmpliSeq Custom DNA
Panel for lllumina, de acordo com as especificacbes do fabricante. Para gerar
sequéncias com cobertura média de 300X, sera utilizado o sequenciador Miseq. As
analises dos dados genbmicos obtidos serdo executadas utilizando as ferramentas

disponiveis no BaseSpace Suite da lllumina.

4.7 Analise estatistica

O numero de eventos e os respectivos percentuais foram calculados para as
variaveis categoricas e a mediana com intervalo interquartilico (IQR) para as
variaveis continuas. A comparagao entre os grupos foi realizada pelo teste de Mann-
Whitney bilateral. Analises de correlagdo foram realizadas usando o teste de
correlagdo de Spearman. Os dados incluidos nas figuras apresentaram coeficientes
de correlacdo acima de 0,5. Graficos de radar foram construidos usando a
frequéncia de pacientes com niveis de citocinas e quimiocinas acima da mediana. O
ponto de corte entre os niveis desses analitos foi definido pelo calculo da mediana a
partir dos valores obtidos para cada citocina e quimiocina avaliada em cada estrato.
A comparacgao das frequéncias foi feita pelo teste exato de Fisher. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significantes quando P <0,05. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5 (San Diego, CA,
USA).
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SUMMARY

Hemophilia A (HA) is an inherited bleeding disorder caused by factor (F)VIII
deficiency. lts treatment is based on the replacement of deficient FVIII either
prophylactically or on demand. One of the major complications of HA is the
development of alloantibodies that inhibit FVIII activity (inhibitors). Recent studies
suggest that treatment with repeated infusions of FVIII concentrate may alter the
immune response and, therefore, contributes to inhibitor development. The objective
of this study was to investigate the effect of infusions of FVIII concentrate on
immunological biomarkers of patients with congenital HA (PHA). Most (80.3%) PHA
were included at diagnosis and before any FVIII infusion (PUPS; previously untreated
patients). Socio-demographic, clinical and laboratory variables were collected.
Plasma samples were collected at enrollment (TO) and every 5-10 exposure days
(ED) to FVIII until at least 75 ED (T1/INB-) or inhibitor development (T1/INB+). Anti-
FVIII antibodies (IgM, 1gG1, IgG3 and 1gG4) were tested by ELISA as well as a panel
of chemokines (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 and CXCL10) and cytokines (IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF and IL-17A). Descriptive statistical analysis of variables and
Spearman correlation between biomarkers were performed. A total of 71 patients
with severe (FVIIl <1%; n=69) and moderately severe (FVIII 1%-2%; n=2) HA were
included. The median age was 10 months (interquartile range [IQR], 6.0-14.0). At TO,
there was no difference in the cytokine and chemokine profile between INB- and
INB+. The levels of CCL2, CXCL9 and CXCL10 were significantly lower (p=0.02,
p=0.0001 and p=0.02, respectively) in the INB+ group when compared with the INB-
in the 1-20 ED stratum. Anti-FVIIl IgG4 levels in the INB+ group were significantly
higher in the strata 1-20 ED (p=0.001) and 21-75 ED (p=0.01) when compared with
TO. Anti-FVIII 1IgG4 in the INB+ group was significantly higher in the 1-20 ED stratum
(p=0.01) when compared with INB-. IgG1 showed no significant difference between
the two groups nor between the different strata, but there was a trend of increased
levels in the INB+ group in the 1-20 DE stratum (p=0.08). We conclude that infusion
of FVIII was associated with increased levels of pro-inflammatory cytokines,
chemokines, anti-FVIIl IgG1 and 1gG4 in INB+ patients. These results suggest that
FVIII acts by selectively modulating the immune system. Chemokines (CCL2, CXCL9
and CXCL10) are the key elements that differentiate the INB- and INB+ groups
during the first exposures to FVIII.

Keywords: Hemophilia A, Factor VIII, inhibitors, immune response, immunological

biomarkers.
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INTRODUCTION

Hemophilia A (HA) is an inherited bleeding disorder caused by factor (F) VIII
deficiency due to mutations in the FVIII gene (F8). HA accounts for about 80% of the
cases of hemophilia, with a prevalence of 1:5,000-10,000 male births (Rizza &
Spooner, 1993; Hedner, 2000). Treatment of HA requires life-long replacement of
FVIII concentrates or, more recently, of non-factor based therapies prophylactically or
on demand (Pasi et al, 2017; Mahlangu et al, 2018; Peters & Harris, 2018). One of
the major complications of patients with HA (PHA) is the development of
alloantibodies that inhibit the activity of FVIII (inhibitors). Inhibitors occur in
approximately 30% and 10% of patients with severe and moderate/mild HA,
respectively (Bayry et al, 2003). The main risk factors for the development of
inhibitors in PHA are the presence of a family history of inhibitor, the type of F8
mutation and the intensity of FVIII infusions (Lilicrap et al, 2014; Garagiola et al,
2018). However, it is not completely understood why frequent and intensive infusions

of FVIIl would lead to inhibitor development.

Recent studies suggest that treatment with repeated infusions of FVIII concentrates
may alter the immune response and, therefore, contribute to the pathophysiology of
inhibitor development (Hu et al, 2007; Chaves et al, 2010; Oliveira et al, 2013).
These studies reported that anti-inflammatory/regulatory cytokines, mainly IL-4, IL-5
and IL-10, are at higher levels in patients with inhibitors in comparison with patients
without. On the contrary, PHA without inhibitors show a predominance of pro-
inflammatory mediators such as TNF, IFN-y and IL-2 (Chaves et al, 2010; Oliveira et
al, 2013). However, these studies had a cross-sectional design and therefore did not
measure biomarkers in different time-points. Thus, we hypothesized that infusions of
FVIII could lead to an imbalance of the immune system, which could influence the
development of inhibitors. To test this hypothesis, we have evaluated the effects of
the infusions of FVIII concentrate on biomarkers of the immune system in PHA during

replacement therapy with FVIII concentrates.
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METHODS
Study population

This study is a subproject of the HEMFIL Study, which is a prospective cohort study
aimed at evaluating clinical, immunological and genetic factors related to the
development of inhibitors in hemophilia (Jardim et al; 2017). We enrolled male PHA
diagnosed with severe or moderately-severe forms of the disease (FVIII activity
[FVIII:C] <2%) attended at five hemophilia treatment centers (HTC) in Brazil
(HEMOMINAS in Minas Gerais; HEMOES in Espirito Santo; HEMEPAR in Parana;
HEMORIO in Rio de Janeiro, and HEMOSC in Santa Catarina). Patients were
consecutively included by the assisting physicians at each HTC at the diagnosis of
hemophilia and before the first infusion of FVIII or any blood components (previously
untreated patients [TO/PUPs]) or after minimal treatment (minimally treated patients
[TO/MTP]).

After inclusion, the patients' clinical and laboratory data were collected through
standardized forms from the RODIN Study (Gouw et al, 2013), kindly provided by the
Rodin Study Group with the addition of some variables of interest of our group. The
forms were fully translated into Portuguese, which is the native language spoken in
Brazil. The physicians at every HTC collected detailed history and assessed physical
examination during the first clinical evaluation. Patients were followed up by the
physicians in the HTC through a periodical clinical evaluation with intervals of up to
60 days, in which occasion they filled out standardized follow-up forms. Patients were

followed until at least 75 exposure days (ED) (INB-) or inhibitor development (INB+).

For the control group, 20 healthy Brazilian male children in the same age group as
the patients included in the project were included (median, 11.5 months; Interquartile
range [IQR] 7.5-1.0 months). Control group participants were healthy male children,
with unremarkable clinical examination, normotensive, with weight, height and body

mass index (BMI) within normal range, normal renal function and no comorbidities.

All parents/guardians were informed about the study aims and signed a written
informed consent form. The study was approved by the Institutional Ethics

Committees.
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Sample collection and processing

Venous blood was collected in tubes containing 3.2% sodium citrate (BD
Biosciences, Changzhou, China) at the time of diagnosis of HA and during FVIII
replacement therapy. Samples were centrifuged at 2,000 x g for 15 minutes at 18°C.
Plasma was immediately aliquoted and frozen at -80°C until the performance of
laboratory tests. Plasma samples were divided into four strata considering the ED to
FVIIl at the collection: before any exposure (T0); 1-20 ED; 21-75 ED and >75 ED.
This strategy took into consideration that in most (79%) PHA who develop inhibitors it
occurs until 20 ED (Peyvandi et al, 2016; Jardim et al, 2019). Therefore, we
hypothesized that immune response/biomarkers could be distinct in those strata.
Control samples were collected at the Pediatric Outpatient Clinic of the Clinical

Hospital of the Universidade Federal de Minas Gerais.

Determination of the coagulant activity of FVIII

To define the type of hemophilia and classification of disease severity, FVIII:C test
was performed in each HTC. Briefly, plasma samples were diluted 1:5 in Imidazole
Buffer. This dilution was supplemented with 0.1 mL of FVIII deficient plasma and 0.1
mL cephalin. The mixture was incubated at 37°C for 3 minutes. A volume of 0.1 mL
of calcium chloride (0.025 M) was added and the time of clot formation was recorded
in a coagulometer. The result was provided in time and calculated in activity (%)
using a calibration curve performed with control samples (plasma pool of normal
controls). The tests were performed in duplicates and the final result was considered

as the media between the two tests.

Inhibitor screening and titration

The inhibitor screening test is routinely performed in the coagulation laboratories of
HTC as a screening method for the presence of inhibitors. The test is based on
mixing the patient plasma with a pool of normal plasmas and incubating the mixture
for 2 hours at 37°C to investigate the presence of inhibitors. When this test is
positive, inhibitor titration must be carried out through the Bethesda test. Inhibitors
were measured by Bethesda assay with Nijmegen modification in each HTC every 5-
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10 ED. Once positive (=0.6 Bethesda units [BU]/mL) the test was repeated with an
interval of between two to four weeks. Inhibitors were considered positive (INB+) if
both tests were = 0.6 UB/mL.

To perform the test, plasma samples were incubated at 37°C for 2 hours with a pool
of plasma of healthy individuals with normal concentrations of plasma FVIII (normal
plasma pool). As control, a solution containing FVIII-deficient plasma and normal
plasma pool was used. After incubation, residual FVIII:C was measured in the
samples and in the control solution. According to the International Society on
Thrombosis and Haemostasis (ISTH) definition, inhibitor titers persistently lower than
5 BU/mL, despite constant stimulation with FVIII, are classified as low response
inhibitors. In contrast, titers greater than or equal to 5 BU/mL on 1 or more occasions
are considered high response inhibitors and may be maintained for several months
even if the patient discontinues exposure to FVIII. A BU corresponds to the plasma
dilution of the patient capable of neutralizing 50% of FVIII in a single volume of

normal plasma (Verbruggen et al, 1995; 2002).

Assessment of anti-FVIIl antibodies

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) was performed for detection of anti-
FVIII antibodies. For this, 96-well plates (Invitrogen™ Nunc MaxiSorp™, Thermo
Scientific™, Massachusetts, USA) were sensitized overnight at 4°C with 100 pL of
recombinant FVIII (ADVATE® Alfa octocogue; Baxter, Lexington, USA) diluted in
PBS 1X (0.1 IU/well). After incubation, plates were washed three times with 100
pL/well of washing solution (PBS 1X 1% [Sigma-Aldrich, St. Louis, USA], Tween 20
[Sigma-Aldrich, St. Louis, USA] [PBS-W]) and incubated for 1 hour at 37°C with 200
pL/well of blocking solution (PBS 1X [Sigma-Aldrich, St. Louis, USA], 1% bovine
serum albumin [VWR Life Science, Radnor, USA]). Plates were then washed three
times with 100 pL/well of PBS-W. Plasma samples (100 pL/well) diluted 1:40 in
blocking solution were added and incubated for 1 hour at 37°C. Plates were washed
three times with PBS-W and the reaction was quenched with 100 pl/well of the
following antibodies diluted in blocking solution: polyclonal goat anti-human IgM-
Biotin, p-chain specific (B1265, Sigma-Aldrich), diluted 1:40,000; monoclonal mouse
anti-human 1gG1-HRP, HP6188 (M1328, Sanquin, The Netherlands), diluted
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1:10,000; monoclonal mouse anti-human IgG3-Biotin, HP6050 (B3523, Sigma-
Aldrich), diluted 1:1,000; and monoclonal mouse anti-human 1gG4-Biotin, HP6025
(B3648, Sigma-Aldrich), diluted 1:3,000. Experiments were performed separately for
each subclass of antibodies (IgM, 1gG1, IgG3 and IgG4). Plates were incubated for 1
hour at 37°C and washed three times with 100 pL/well of PBS-W after incubation
period. Peroxidase-labeled Streptavidin (Sigma-Aldrich) (100 pL/well) diluted in
blocking solution (1:5,000) was added to the wells and the plate was incubated for 30
minutes at room temperature. After five washing steps with 100 uL/well of PBS-W,
100 pL/well OPD (o-phenylenediamine) (Sigma-Aldrich) were added and the plate
was incubated at room temperature and protected from light for 30 minutes. Optical
density (OD) was measured using 492nm filter in ELISA reader after addition of 50
pL/well of 1M H,SO4 (Sigma-Aldrich). All experiments were performed in duplicates.

Determination of the anti-FVIIlI antibodies avidity index

Plasma samples from patients who had greater than average optical density (OD)
results from controls plus three standard deviations (SD) were used in a test to
determine the intensity with which IgG and IgM antibodies remain bound to the
antigen. (ELISA-Avidity). In this technique, a 6 M urea solution was used to disrupt
antibody-antigen interactions. The ELISA-Avidity technique was performed according
to the conventional ELISA technique described above, except for the first wash after
incubation with plasma samples, in which the wells, in duplicate, were incubated with
a urea solution 6 M in 1X PBS for 10 minutes, while another duplicate of the same

samples was incubated with PBS-W for 10 minutes.

For the evaluation of immunoglobulin avidity indices, results were expressed as
Avidity Index (Al) and calculated as the ratio between OD values obtained from urea-
treated (U+) and non-urea-treated (U-) samples, following the formula: Al (%) = [OD
(U+)/OD (U-)] x 100. Al values <30% were considered low avidity, Al between 30%
and 60% intermediate avidity and Al >60% high avidity (HEDMAN; ROUSSEAU,
1989).

Assessment of cytokines and chemokines
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Plasma samples were thawed in water-bath for 5 minutes at 37°C and centrifuged for
10 minutes at 32,050 x g for separation of the platelet-poor plasma. Cytokines (IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF, and IL-17A) and chemokines (CCL2, CCL5, CXCLS,
CXCL9 and CXCL10) were measured by flow cytometry using commercial kits (CBA
- Cytometric Bead Array; BD Biosciences, San Jose, USA). Experiments were
performed in duplicates according to the manufacturer's instructions. Samples were
acquired in BD Accuri™ C6 Flow Cytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA). Data were analyzed using FCAP software v1.0.1 (BD Biosciences). According
to the manufacturer, the detection limits for each analyte were: IFN-y (3.7 pg/mL),
TNF (1.7 pg/mL), IL2 (2.6 pg/mL), IL-4 (0.4 pg/mL), IL-6 (1.9 pg/mL), IL-10 (1.5
pg/mL), IL-17A (8.3 pg/mL), CXCL8 (0.2 pg/mL), CCL5 (1.0 pg/mL), CXCL9 (2.5
pg/mL), CCL2 (2.7 pg/mL) and CXCL10 (2.8 pg/mL).

Molecular tests

Analysis of intron 1 (Inv1) and 22 (Inv22) inversions were performed on the samples
collected in tubes containing EDTA at TO. Genomic DNA extraction was performed
using a commercial QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), with silica
column-based methodology. The inversions were detected using a PCR-based

method according to established protocols (Pio et al, 2011; Rossetti et al, 2008).

Statistical analysis

The number of events and respective percentages were calculated for the categorical
variables and the median with interquartile range (IQR) for the continuous variables.
Comparison between groups was performed by a double-sided Mann—Whitney test.
Correlation analyzes were performed using the Spearman correlation test. Data
included in figures presented correlation coefficients above 0.5 to highlight the most
important connections. Radar charts were constructed using the frequency of
patients with high levels of cytokines and chemokines. The cut-off point between low
and high levels was defined by calculation of the median of the values obtained for
each cytokine and chemokines evaluated in each stratum. Comparisons of
frequencies were made using the Fisher's exact test. The differences were

considered statistically significant when p <0.05.
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RESULTS
Study population

We enrolled 71 male children, with median age at the time of inclusion of 10.0
months (IQR, 6.0-14.0 months). All children were of Brazilian nationality. A total of 69
(97.2%) had severe HA (FVIII:C <1.0%) and two (2.8%) had moderately-severe HA
(FVII:C 1.0%-1.9%). PUPs and MTPs accounted for 57 (80.3%) and 14 (19.7%) of
the cohort, respectively. For MTPs, the inclusion occurred with a median of 2.0 ED
(IQR, 1.0-6.3). Twenty-nine patients (40.8%) developed inhibitors during the study.
Inhibitor development occurred with a median of 13.0 ED (IQR, 8.8-18.0). Five
patients (17.2% among INB+ group) developed inhibitors after 20 ED. Detailed

information of included patients is summarized in Table 1.

Table 1. Characteristics of the patients

Age in months, median (IQR) 10.0 (6.0-14.0)
Severity of HA, n (%)
Severe 69 (97.1)
Moderately severe 2(2.9)
Race, n (%)
White 42 (59.1)
Black 11 (15.5)
Mixed 9(12.7)
Indian native 1(1.4)
Asian 1(1.4)
Unknown 7 (9.9)
Reason for diagnosis, n (%)
Bleeding 37 (52.1)
Family history 12 (17.4)
Bleeding + Family history 20 (28.2)
Inversion status, n (%)
Inv22 30 (42.3)
Invl 1(1.4)
No inversion detected 40 (56.3)
Inhibitor titer in BU/mL, median (IQR) 8.4 (3.1-58.3)
High titer, n (%) 20 (69.0)
Low titer, n (%) 9(31.0)

IQR, Interquatile range; n, number of patients; BU, Bethesda units
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Anti-FVIIl antibodies

In the INB- group, levels of anti-FVIII IgM was higher in TO (median OD, 0.132; IQR,
0.089-0.231) when compared with stratum 1-20 ED (median OD, 0.106; IQR, 0.072-0.147;
p=0.04). In contrast, anti-FVIIl IgG3 was higher in stratum 1-20 ED (median OD,
0.033; IQR, 0.001-0.073) when compared with TO (median OD, 0.008; IQR, 0.000-
0.031; p=0.04), 21-75 ED (median, 0.008; IQR, 0.000-0.019; p=0.03) and >75 ED
(median OD, 0.000; IQR, 0.000-0.010; p<0.01) (Figure 1).

In the INB+ group, levels of anti-FVIIl IgG4 was higher in the stratum 1-20 ED
(median OD, 0.006; IQR, 0.000-0.025; p<0.01) and 21-75 ED (median OD, 0.004;
IQR, 0.002-0.595; p<0.01) in comparison with TO (median OD, 0.000; IQR, 0.000-
0.000). We observed that in the 1-20 ED stratum, anti-FVIII lgG4 levels were higher
in the INB+ group (median OD, 0.006; IQR, 0.000-0.025) when compared with in the
INB- group (median OD, 0.000; IQR, 0.000-0.000; p=0.01). The two groups also
differed in anti FVIII-lgG4 levels in the 21-75 ED stratum with INB+ group presenting
higher levels (median OD, 0.004; IQR, 0.002-0.595) than the INB- group (median
OD, 0.000; IQR, 0.000-0.008; p=0.03). Although the signal of anti-FVIIl IgG4 was the
lowest of all anti-FVIIlI antibodies tested, it still resulted in differences between the

groups and strata analysed.

IgG1 showed no significant difference in any of the strata analyzed for neither
groups, although there was a trend to higher levels in INB+ group in comparison with
the INB- group in stratum 1-20 ED (p=0.08) (Figure 1).
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Figure 1. Levels of anti-FVIII IgM, 1gG1, 1gG3 and IgG4 antibodies in all included patients with
hemophilia A by strata of exposure days. Each empty circle represents the mean OD of the
immunoglobulin tested in duplicates in each patient without inhibitor. Each black circle represents the
mean OD of the immunoglobulin tested in duplicates in each patient with high and low titer inhibitor.
The horizontal lines represent the median OD of the samples in each stratum. ED, exposure days; TO,

sample collected at inclusion of the patient in the study; OD, optical density; *p<0.05; **p<0.01.

Anti-FVIIl antibodies avidity index

In Al analyzes, there was no significant difference between the INB- and INB+ groups

for all subclasses. However, there was a tendency for increased anti-FVIII 1IgG4 Al in

INB+ patients. The amount of IgM positive samples did not allow comparison

between this immunoglobulin and the others. Results of antibody avidity indices are

presented in Table 2.
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Table 2. Results of avidity indices of anti-FVIIl IgG1, IgG3 and IgG4 antibodies
INB- INB+
Al Median (IQR)

n n p

IgGl 9 77,9% (67,0-95,4%) 10  84,7% (76,4-91,2%) 0,368
IlgG3 8  100,0% (100,0-100,0%) 4  100,0% (100,0-100,0%) 1,000

IgG4 9 63,7% (56,8-93,2%) 8  93,0%(79,2-96,4%) 0,207

IQR, Interquatile range; n, number of samples; p, p value.

Cytokines

In INB- group, levels of IL-6 (median, 9.32; IQR, 1.01-47.19) and IL-10 (median, 2.18;
IQR, 0.28-17.01) were increased at TO when compared with stratum 21-75 ED
(median, 1.35; IQR, 0.00-3.48; p=0.002) and >75 ED (median, 0.69; IQR, 0.00-1.27;
p=0.01) respectively. IL-10 presented increased levels in the stratum 21-75 ED
(median, 1.71; IQR, 0.78-2.33) when compared with stratum >75 ED (median, 0.69;
IQR, 0.00-1.27; p=0.01). In addition, levels of IL-17A were higher in TO (median,
47.41; 1QR, 1.63-141.80) when compared with strata 21-75 ED (median, 2.44; IQR,
0.89-6.07; p=0.01) and >75 ED (median, 2.24; IQR, 0.00-4.05; p=0.01). In INB+
group, levels of IL-4 was higher in the stratum 1-20 ED (median, 0.01; IQR, 0.00-
0.03) when compared with the stratum 21-75 ED (median, 0.00; IQR, 0.00-0.60;
p=0.04). No significant differences were found in the plasma levels of IL-2, IFN-y and

TNF between the strata nor between the groups (Figure 2).



55

IL-2 IL-4
*
A 507 100 -
40 . 80 .
301 : ° ' 60 R
204 o o000 40
o . . o
10 3’:‘.\ ° . 20 c:: 3% o050 o
. 00 o o R
Ao e me B s . e T e e o ER O
TO 1-20 21-75 >75 TO 1-20 21-75 TO 1-20 21-75 >75 TO 1-20 21-75
IL-6 IL-10
**
—_— *
243000 o 1004
*
—_ 122000 -
—E' ° 804 %
= 1000 =~ o °
E 400 T 604 °
p .
RSl °
E 2004 ° 1 ° )
E ° —oo— . 00 *
[0} P ° * . 20 "'g‘\‘.‘v’ o ose
'é : . . S —S5— hid .
o 00° © PO 2 o0 o H
O PR SDSFNPV-F OSSN CD- T~ — DV 01l oBo Gnge WP oggn siee NIF eeree
TO 1-20 21-75 >75 TO 1-20 21-75 TO 1-20 21-75 >75 TO 1-20 21-75
TNF IFN-y
4000 A 6007
3000 o ° .
2000 °
1000+ °
300 T 4001
o
150 ] - 2001 o
o 00 o . o
° .
-, 2. oo o
PRI SCTEDOCINIF SIS P SE S P TPV ol e a%ae cage eame N ..
TO 1-20 21-75 >75 TO 1-20 21-75 TO 1-20 21-75 >75 TO 1-20 21-75
IL-17A
500 *
* .
400
300 .
o
o
H : .
200 ° & :
C“,’;% 000 .: .
100 % .
% .
© e, T3
0l et cape BEE0 oo e Sepd acpes
TO 1-20 21-75 >75 TO 1-20 21-75
ED >

Figure 2. Representation of plasma cytokine levels in all patients with hemophilia A by strata of
exposure days. Each empty circle represents the mean level of the cytokine tested in duplicates in
each patient without inhibitor. Each black circle represents the mean cytokine level tested in duplicates
in each patient with inhibitor. The horizontal lines represent the median level of cytokine in each
stratum. ED, exposure day; TO, sample collected at inclusion of the patient in the study; *p<0.05;
**p<0.01.
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Chemokines

In INB- group, the levels of CXCL10 (median, 1982.0; IQR, 1211.0-3361.0), CCL2
(median, 254.4; IQR, 26.7-474.7), CXCL9 (median 4435.0; 1QR, 748.1-6633.0),
CCL5 (median, 4937.0; IQR, 3107.0-31340.0) and CXCL8 (median, 80.18; IQR,
7.76-143.3) were higher in TO when compared with strata 21-75 ED ([median,
1074.0; 1QR, 480.2-1732.0; p=0.004]; [median, 1194.0; IQR, 8.5-16.89; p=0.0001];
[median, 420.8; IQR, 170.2-1234.0; p=0.0001]; [median, 1624.0; IQR, 1324.0-2177;
p=0.0001] and [median, 1.2; IQR, 0.00-2.11; p=0.0001], respectively) and >75 ED
([median, 955.4; IQR, 698.2-1413.0; p=0.0007]; [median, 1187.0; IQR, 5.4-14.0;
p=0.0001]; [median, 495.6; IQR, 560.3-1112.0; p=0.0024]; [median, 1510.0; IQR,
1149.0-1774; p=0.0001] and [median, 1.97; IQR, 1.04-11.2; p=0.0001], respectively).
In addition, in the stratum 1-20 ED, the levels of CXCL10 (median 1963.0, IQR,
1250.0-3159.0), CCL2 (median 54.7, IQR, 7.8-367.4) and CXCL9 (median 2989.0,
IQR, 653.7-8407.0) were higher when compared with strata 21-75 ED ([median,
1074.0; 1QR, 480.21732; p=0.0044]; [median, 1194.0; IQR, 8.5-16.89; p=0.0314];
[median, 420.8; 1QR, 170.2-1234.0; p=0.0003]) and >75 ED ([median, 955.4; I1QR,
698.2-1413.0; p=0.0013]; [median, 1187.0; 1QR, 5.37-14.0; p=0.0028]; [median,
495.6; IQR, 560.3-1112.0; p=0.0049], respectively). The levels of CCL5 (median
2969.0, IQR, 1330.0-28262.0) were the highest in the stratum 1-20 ED when
compared with the stratum >75 ED (median, 1510.0; IQR, 1149.0-1774; p=0.018).

In INB+ group, the levels of CXCL10 (median 2795.0, IQR, 1352.0-3550.0) CXCL9
(median, 5900.0; IQR, 2982.0-9629.0) and CCL5 (median, 5298.0; IQR, 3599.0-
30251.0) were higher in TO when compared with strata 1-20 ED ([median, 714.3;
IQR, 521.3-1539.0; p=0.004]; [median, [median, 280.7; IQR, 101.0-982.2; p=0.0001]
and [median, 2508.0; IQR, 1782.0-3108.0; p=0.0001], respectively) and 21-75 ED
([median, 550.8; IQR, 370.0-1574.0; p=0.04]; [median, 84.7; IQR, 55.7-832.2;
p=0.04,] and [median, 3178.0; IQR, 2115.0-3278.0; p=0.01], respectively). In
addition, the levels of CXCL8 (median, 117.2; IQR, 42.7-332.9) and CCL2 (median,
292.0; IQR, 181.6-478.6) were higher in TO when compared with the stratum 1-20 ED
([median, 4.5; IQR, 2.2-15.3; p=0.0003] and [median, 14.0; IQR, 7.0-27.1; p=0.001],
respectively) (Figure 3).
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The comparison of INB- and INB+ groups revealed that the levels of CXCL10
(median, 1963.0, IQR, 1250.0-3159.0) and CXCL9 (median, 2989.0, IQR, 653.7-
8407.0) were higher in stratum 1-20 ED of the INB- when compared with INB+ group
([median, 714.3; 1QR, 521.3-1539.0; p=0.004] and [median, 280.7; IQR, 101.0-982.2;
p=0.0005], respectively). Levels of CCL5 (median, 3178.0, IQR, 2115.0-3278.0) were
higher in the stratum 21-75 ED of the INB+ group in comparison with INB- group
(median, 1510.0, IQR, 1149.0-1774.0; p=0.04) (Figure 3).
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Figure 3. Representation of plasma chemokine levels in all patients with hemophilia A by strata of
exposure days. Each empty circle represents the mean level of the chemokine tested in duplicates in
each patient without inhibitor. Each black circle represents the mean chemokine tested in duplicates in
each patient with inhibitor. The horizontal lines represent the median level of chemokine in each
stratum. ED, exposure days; TO, sample collected at inclusion of the patient in the study; *p<0.05;
**p<0.01, *** p<0.001.
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Radar graphics

The radar graphs illustrate the frequency of patients presenting with high plasma
concentration of cytokines and chemokines in INB- and INB+ groups. There was no

significant difference in cytokine analysis between the groups (Figure 4A).

Analyzes of the chemokines profile in the stratum 1-20 ED revealed that in the INB-
group there was a significantly higher proportion of patients with increased levels of
CXCL10 (68.2% versus 30.4%; p=0.02), CCL2 (68.2% versus 30.4%; p=0.02) and
CXCL9 (72.7% versus 26.1%; p=0.001) when compared with the INB+ group,
respectively (Figure 4B).

A) TO 1-20 ED
IL-2 IL-2
100 100
80 80
IL-17 0 IL-4 IL-17 0 IL-4
0
INB- IFN-g IL-10 IFN-g IL-10
TNF IL-6 TNF IL-6
IL-2 IL-2
100 100
80 80
IL-17 0 IL-4 IL-17 60 IL-4
INB+
IFN-g IL-10 IFN-g IL-10
TNF IL-6 TNF IL-6
Group IL-2,n (%) IL-4,n(%) IL-10,n(%) IL-6,n(%) TNF,n(%) IFN-y,n(%) IL-17A, n (%)

INB- TO 13 (44,8) 15 (51,7) 15 (51,7) 13 (44,8) 16 (55,2) 14 (48,3) 15 (51,7)
INB+ TO 12 (57,1) 10 (47,6) 10 (47,6) 12 (57,1) 9(42,9) 11 (52,4) 10 (47,6)
INB-1-20ED 13 (59,1) 14 (63,6) 10 (45,5) 9(40,9) 10 (45,5) 8(36,4) 9 (40,9)
INB+1-20ED 10(43,5) 9(39,1) 13 (56,5) 14 (60,9) 13 (56,5) 15 (65,2) 14 (60,9)




60

B) TO 1-20
CXCL10 *
CXCL10
100 100
80 80
60 6Q
cXCLs p ccL2 cxcLs 40 ccls”
20
(0]
INB-
ccLs CXCL9 ccLs cxcw*
CXCL10 cxcuo*
100 100
80 80
60 60
cXcL8 0 ccL2 cxcLs 0 cc2
20
INB+ 0 “
CCLs CXCL9 ccLs CXCL9*
Group CCL2, n (%) CCL5, n (%) CXCL8,n (%) CXCL9,n (%) CXCL10, n (%)
INB- TO 13 (44,8) 13 (44,8) 12 (41,4) 13 (44,8) 13 (44,8)
INB+ TO 12 (57,1) 12 (57,1) 13 (61,9) 12 (57,1) 12 (57,1)
INB-1-20ED 15 (68,2)* 12 (54,5) 11 (50,0) 16 (72,7)** 15 (68,2)*
INB+ 1-20 ED 7 (30,4)* 8(34,8) 11 (47,8) 6 (26,1)** 7 (30,4)*

*p<0.05; **p<0.01

Figure 4. Radar graphical representation of plasma levels of cytokines (A) and chemokines (B)
patterns in patients with and without inhibitors in the TO and 1-20 DE stratum. Each axis
represents the proportion of individuals with cytokine and chemokine levels above the median.
The increase or decrease of the areas of the central polygon respectively reflects the more or
less contribution of the inflammatory or regulatory balance of cytokines and chemokines in INB+
and INB-. The contingency table presents the frequency of individuals with high levels of each
cytokine and chemokine in patients with and without inhibitors in each stratum. The comparison
between groups was performed using the )(2 test. The differences were considered statistically
significant when p<0.05. ED, exposure days; TO, sample collected at inclusion of the patient in

the study.

Correlation Network analysis

The correlation network analysis was performed to study positive and negative

correlations between each biomarker analyzed. In patients at TO INB+, CXCL9
correlated negatively with IgG3 (r=-0.504; p=0.02), TNF (r=-0.578; p=0.01) and IL-4
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(r=-0.509; p=0.02). In INB- group, CCL5 correlated negatively with 1IgG3 (r=-0.520;
p=0.01) in TO. In 1-20 ED stratum, CXCL9 correlated negatively with IL-2 (r=-0.636;
p=0.001) in INB+ (Figure 5).

In 21-75 ED stratum, in INB+ group, CCL2 had strong positive correlation with
CXCL8 (r=1.000; p=0.02) and IL-6 (r=1.000; p=0.02). CXCL8 correlated positively
with IL-6 (r=1.000; p=0.02). In addition, negative correlation was detected between
CXCL9 and TNF (r=-1.000; p=0.02). IgG4 correlated negatively with IFN-y (r=-0.947;
p=0.02), which in turn had a positive correlation with IL-10 (r=0.975; p=0.02) in INB+
group. In INB- group, CXCL9 correlated negatively with IL-17A (r=-0.709; p=0.0001),
IFN-y (r=-0.689; p=0.0001), IL-6 (r=-0.546; p=0.003), IL-2 (r=-0.577; p=0.002) and
CCLS (r=-0.582; p=0.001); CXCL10 correlated negatively with IFN-y (r=-0.554;
p=0.003) and CCL5 (r=-0.587; p=0.001). In addition, CCL5 correlated positively with
IL-6 (r=0.542; p=0.003), IL-17A (r=0.669; p=0.0001) and IFN-y (r=0.547; p=0.003). In
INB- group, it is important to notice that significant negative correlation was observed
between IgG1 and IL-4 (r=-0.528, p=0.005), IL-6 (r=-0.600, p=0.001), IL-10 (r=-0.646,
p=0.0003), TNF (r=-0.646, p=0.0003), IFN-y, (r=-0.698, p<0.001) and IL-17A (r=-
0.664, p=0.0002) in 21-75 ED stratum (Figure 5).
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Correlation Network of Plasma Biomarkers

T0 1-20ED 21-75ED

Patients without inhibitors

Patients with inhibitors

18G3 H 18G4

IgM H 1gG1 H 18G3 H 18G4 IgM H 1gG1 H 1gG3 H 1gG4 IgM H 1gG1

n=21 n=23 n=5

Figure 5. Correlation network of immunological biomarkers. The blue lines correspond to the positive
correlation between the biomarkers. The red lines correspond to the negative correlation between the
biomarkers. Black rectangles represent biomarkers with plasma levels (pg/mL) above the median and
white rectangles represent biomarkers with plasma levels below the median. n, number of patients;
ED, exposure days; TO, sample collected at inclusion of the patient in the study.

DISCUSSION

We studied the effect of FVIII concentrate infusions on immunological biomarkers in
a prospective cohort of PUPs and MTP with HA throughout the replacement therapy
until at least 75 ED or inhibitor development. We found that pro-inflammatory
cytokines (IL-6, IL-17, TNF and IFN-y) and subclasses IgG1 and IgG4 were increased
in PHA with inhibitors in comparison with PHA without inhibitors after exposure to
FVIII. In the 21-75 ED stratum, IgG1 correlated negatively with IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17A, TNF and IFN-yin the INB- group. Levels of CCL2, CXCL9 and CXCL10 were
higher in INB- when compared with INB+ group.
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Inhibitor development in HA involves a classical T-cell dependent immune response
initiated by the exposure of FVIll-derived peptides in the surface of antigen
presenting cells by MHC-II molecules. The recognition of these antigens by CD4+ T
cells culminate in the activation of FVIll-specific B-cells that initiate the secretion of
antibodies (inhibitors). This process is orchestrated by a cytokine and chemokine
microenvironment (Delignat et al, 2019). In this context, cytokines influence the
activity, differentiation, proliferation, and survival of immune cells (Lin et al, 2000).
Chemokines act as chemoattractants to circulating leukocytes inducing their

migration toward sites of inflammation or injury (Charo & Ransohoff, 2006).

In our study, in the two groups evaluated we observed a pattern of downregulation of
chemokines and cytokines after the first days of exposure to FVIII, except for IL-4
and IL-6. The decrease of chemokines and cytokines in INB- group particularly
occurs after 20 ED to FVIII. Interestingly, this pattern is observed during the first ED
in INB+ group. Despite this, cytokine profile of INB- and INB+ groups did not differ,

neither in TO nor after exposure to exogenous FVIII.

Some studies have reported that cytokines play an important role in the immune
response involved in the development of inhibitors (Chaves et al, 2010; Oliveira et al,
2013). However, chemokines have been less explored in this setting (Jardim et al,
2017; Sun et al, 2018). Our study suggests that chemokines are the key elements
differentiating INB- and INB+ groups during the first exposures to FVIIl. Analyzes of
1-20 ED stratum revealed significantly lower levels of CCL2, CXCL9 and CXCL10 in
the INB+ group when compared with INB-. CXCL9 and CXCL10 are involved in the
recruitment of effector T cells to sites of inflammation (Luster, 1998) and CCL2
mediates migration of monocytes and macrophages and their infiltration at
inflammation sites (Deshmane et al, 2009). The spleen plays a major role in
augmenting systemic immune responses to blood borne pathogens and antigens, as
it is rich in antigen presenting cells, and effector lymphocytes which produce
appropriate adaptive immunological responses (Mebius & Kraal, 2005; Bronte &
Pittet, 2013). Considering that the spleen is the main site of specific immune
response against FVIII (Reipert, 2016; Zerra et al, 2017), the low levels of
chemokines in plasma detected in INB+ in this study could be due to retention of

these chemokines in the spleen (Cerutti et al, 2013).
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In our study, we observed a similar uniform pattern of cytokine profile at TO in INB-
and INB+ groups. However, after exposure to FVIII, cytokines and chemokines in
INB- and INB+ groups are in the opposite direction. After exposure to FVIII (stratum
1-20 ED), we noted that INB- group tended to have a higher proportion of individuals
with an immune response regulated by IL-2 and IL-4. In counterpart, INB+ group
tended to have a greater proportion of patients with a pro-inflammatory response
induced by IL-6, IL-17, TNF and IFN-y. INB+ group also showed a trend towards a
higher proportion of patients with increased levels of all chemokines in TO.
Interestingly, after exposure to exogenous FVIII (1-20 ED stratum), differences in
INB- and INB+ groups were identified. INB- group had a higher proportion of patients
with significantly high levels of CCL2, CXCL9 and CXCL10, which was not observed
in the INB+ group.

In this study, we also assess anti-FVIlI-specific immunoglobulin profile of HA patients.
The two groups of patients evaluated showed similar levels of anti-FVIII IgM in all
strata. A previous study using animal model of hemophilia detected higher titers of
anti-FVIII IgM one to three weeks after the first two exposures to exogenous FVIII,
even without the detection of inhibitors by the Bethesda assay, suggesting that anti-
FVIII IgM is likely a non-inhibitory antibody (Qadura et al, 2011). A recently published
cross-sectional study showed that IgM-secreting B-cells can be detected in adult
patients with HA and in healthy individuals even in the absence of inhibitors (Diaz et
al., 2016). However, none of these studies have evaluated anti-FVIII IgM throughout
the treatment of patients with HA. Despite this, the available results suggest that anti-
FVIIl IgM may not be relevant as a biomarker of inhibitor development in patients
with HA.

The analyses of anti-FVIII 1gG3 levels in INB- and INB+ groups revealed no
significant difference, except for a significant increase of this immunoglobulin in the
1-20 ED stratum compared with the other strata in INB- group. Previous study using
an animal model showed that pro-inflammatory cytokines is associated with increase
of IgG3 production (Germann et al, 1995). In our study, we did not find correlation
between IgG3 and cytokines, although we found correlation between IgG3 and
chemokines in both groups. Despite this finding, anti-FVIIlI IgG3 seems to be not
relevant as a biomarker of inhibitor development. Several previous studies have
found low levels of this immunoglobulin in patients with HA without inhibitor (Van
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Helden et al, 2008; Boylan et al, 2015; Montalvao et al, 2015). In our study, low

levels of IgG3 were also identified in both groups.

Analysis of IgG1 antibodies did not show difference between INB- and INB+ groups
nor between the strata in each group. However, there was a trend towards a higher
level of anti-FVIII IgG1 in the INB+ group in the 1-20 ED stratum. A previous study
demonstrated that anti-FVIIl immune response is characterized by a more prominent
appearance of IgG1 antibodies in animal models and a direct relationship between
the formation of inhibitors and the synthesis of anti-FVIII IgG1 after four ED to FVIII
(Qadura et al, 2011). It is well established that IgG1 and IgG4 are the major
subclasses of antibodies present in patients who develop inhibitors (Chaves et al,
2010; Whelan et al, 2013; Boylan et al, 2015). In our study, anti-FVIIl IgG4 in the
INB+ group was significantly higher in the strata 1-20 ED and 21-75 ED when
compared with TO. Our results corroborate with the findings of previous studies
(Chaves et al, 2010; Whelan et al, 2013; Boylan et al, 2015). However, anti-FVIII
IgG4 and IgG1 showed low signals in both groups and in all strata. In spite of this,
most INB+ patients presented high titers of inhibitors. We hypothesize that this result
can be explained by the formation of FVIII immune complexes more easily detected
in Bethesda assay (Lazarchick & Hoyer, 1977; Hartholt et al, 2017).

Considering that interactions between cytokines and chemokines may play an
important and essential role in the development of inhibitors, we performed a
correlation network analysis to evaluate the significance of the interactions between
these molecules in patients with and without inhibitors. It was possible to observe a
few interactions between cytokines, chemokines and antibodies in the INB- group at
TO. The INB+ group showed increased levels of IL-6, IFN-y and all chemokines at TO.
After exposure to FVIIl, we observe the correlation between cytokines and
chemokines increased in the INB- group. Conversely, there was few correlations in
the INB+ group, although patients in this group produced higher levels of CXCL8 and
pro-inflammatory cytokines. Studies using animal models have demonstrated that
elevated levels of anti-inflammatory cytokines and lower levels of pro-inflammatory
cytokines contribute to extended tolerance to FVIII (Ragni et al, 2009; Gaitonde et al,
2012). Some studies indicated higher levels of anti-inflammatory/regulatory cytokines
in patients with inhibitors, as well as the lower production of inhibitors in individuals
with predominance of pro-inflammatory mediators (Hu et al, 2007; Chaves et al,
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2010; Oliveira et al, 2013). However, these studies have been performed in adult
patients with several ED to FVIII. Corroborating with our findings, a recent study
showed that pro-inflammatory cytokines and chemokines were significantly elevated
in mice with HA positive for FVIII inhibitors. In addition, low plasma levels of anti-
inflammatory cytokines were detected in mice with inhibitors, suggesting that
decreased anti-inflammatory cytokines and increased pro-inflammatory cytokines and
chemokines create an environment conducive to the immune response for the

development of antibodies against FVIII (Sun et al, 2018).

Interestingly, in the 21-75 ED stratum of INB- group we observed an even greater
increase in the correlations between cytokines and chemokines and negative
correlations between IgG1 and the cytokines IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF and IFN-y.
IL-4 and IL-10 are anti-inflammatory/regulatory Th2 cytokines that inhibit Th1 cell
proliferation (Saraiva & O'Garra, 2010; Sachin et al, 2012). A greater proportion of
patients in the INB- group had higher levels of IL-4 and IL-10 that were possibly
inhibiting 1gG1, which is evidenced by the negative correlation between these
cytokines. The levels of IL-17A and IFN-y were also higher levels in INB- group. IFN-y
is a pro-inflammatory cytokine, which major functions are activation of macrophages,
increasing expression of MHC molecules, change of Ig class and Th2 suppression
(Maeyer & Maeyer-Guignard, 1992). The higher expression of IL-4, IL-10, IL-17A and
IFN-y and the positive correlations between these cytokines in the INB- group in the
21-75 ED stratum may indicate an attempt to balance the anti-
inflammatory/regulatory microenvironment. Correlation network analyzes in the INB+
group in stratum 21-75 ED do not allow us to draw solid conclusions because of the

small number of samples included.

This study had some limitations. First, some measurements were missing in some
strata. Secondly, it was not possible to compare the INB- and INB+ groups in the 21-

75 ED stratum because only five patients developed inhibitors after 20 ED.

We showed that pro-inflammatory cytokines and subclasses IgG1 and IgG4 were
increased in PHA with inhibitors and reduced in PHA without inhibitors after exposure
to FVIII. Our results suggest that FVIII acts as an immunomodulator of the immune
system inducing the production of pro-inflammatory cytokines and chemokines and,
consequently, leading to an increase of anti-FVIIl 1gG1 and 1gG4 in PHA with
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inhibitors. Chemokines seems to be the key elements that differentiate the INB- and

INB+ groups during the first exposures to FVIII.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Nés mostramos que as citocinas pré-inflamatérias e as subclasses I1gG1 e IgG4
estavam aumentadas em PHA com inibidores e reduzidas em PHA sem inibidores
apos a exposicado ao FVIII. Nossos resultados sugerem que o FVIII atua modulando
seletivamente o sistema imunologico alterando a produgdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatdrias e, consequentemente, levando a um aumento de IgG1
e lgG4 anti-FVIIl em PHA com inibidores. As quimiocinas parecem ser os elementos-
chave que diferenciam os grupos INB- e INB+ durante as primeiras exposi¢cdes ao
FVIII.
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ANEXO 2

Formulario 1: Avaliacao inicial

Avaliagéo dos fatores clinicos,

imunolégicos e genéticos L = £ 7 pégina 1 de 6
relacionados ao desenvolvimento Forr.nulf!rlo 1 . it vo et I:l:]
de inibidores em hemofiia Avaliagao Inicial ID do paciente: |
Estudo HEMFIL
Termo de consentimento assinado? [] Sim
[] Nao >
A. Caracteristicas gerais
1. Data da avaliagdo inicial HEEREEEE
2. Paciente (nome e sobrenome completo):
3. Data de nascimento HEEEEEEE
4. Sexo [ ] Masculino
[] Feminino
5. Origem étnica (auto-definicdo) [] Branco

[] Negro de origem africana
] Negro de outra origem
[] Asiatico

[] Outro

Qual: |

Local de nascimento do paciente: [ Brasil
[] outro pais.

Qual: |

Local de nascimento do pai: [ ] Brasil
[] outro pais.

Qual: |

Local de nascimento da mée: [] Brasil
[] outro pais.

Qual: I

Local de nascimento do avé materno: [] Brasil
[ ] outro pais.

Qual: |




Formulario 1
Avaliagao Inicial

Local de nascimento da avo materna:

Local de nascimento do avé paterno:

Local de nascimento da avo paterna:

6. Tipo de hemofilia

7. Atividade residual do fator de coagulagéao

Dosagem de atividade
FVIIL/ 1X:C
FVIII/IX:Ag

8. Possui irmdo gémeo com a mesma deficiéncia?

9. Grupo sanguineo

10. Mutacao conhecida?

Se sim, inversao do intron 22
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Caédigo do centro: |:|:| pagina 2 de 6

ID do paciente: I

Brasil
outro pais.

Qual:
[] Brasil

[] outro pais.
Qual:|
[] Brasil

[] outro pais.
Qual:l

A
[IB

[] Grave (< 1%)
[] Moderada (1% a 5%)
[] Leve (5% a 25%)

[ Jo oaw[ [ LTI T 1]

l:l % oul_] ndo conhecido/ ndo dosado

[]Sim
[ ] Nao

A
=
[lo
[]AB

[] Nao conhecido. Neste caso, apos realizagéo
deste teste, preencher o campo A.1 no formulério 2
de atualizagéo

[ sim
[ ] Nao
[] sim

[] N&o. Anexar copia do diagndstico molecular
(registro de acorde com o HAMSTer database)



Il\valfi;jﬁ:ggiéiosftggn’f? clinicos,

imunolégicos e ticos api
relacionados ao desenvolvimento FOI'ITIU[?I’IO 1 .
de inibidores em hemofilia Avaliagao Inicial
Estudo HEMFIL

B. Histérico médico do paciente

1. Tipo de parto

a. Se parto normal

b. Se cesariana: por causa da hemofilia?

2. ldade da gestagdo no momento do parto

3. A mae necessitou de hemoderivados e/
ou hemocomponentes durante o parto do
paciente?

4. O paciente recebeu hemoderivados e/
ou hemocomponentes no primeiro més de vida?

5. Paciente apresentou sangramentos anormais
na primeira semana ap6s o nascimento?

6. Paciente apresentou sangramento intracraniano
na primeira semana apos o nacimento?

a. Se sim, sintomatico?
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pagina 3 de 6

Cadigo do centro: El:l

ID do paciente: {

[] Normal (preencher o item B1a)
[] Cesariana (preencher o item B1b)
[] Nao sabe ou nao informa (ir para B2)

] Natural

[] Férceps

L] Vacuo-extrator

[_] N&o sabe ou ndo informa

[] sim
[] Nao

[] N&o sabe ou no informa

[ ]semanas

[] N&o sabe ou nao informa

[] Sim
[] Nao

[] Nao sabe ou nao informa

[] Sim
[] Nao
[] N&o sabe ou nao informa
[] sim
[] Nao

[] N&o sabe ou ndo informa

[ ] Sim
[] Nao

[] Nao sabe ou nao informa

[] sim
[] Nao i.e. descoberto com ultrasom de rotina
] N&o sabe ou nao informa



Avaliagao dos fatores clinicos,
imunelégicos e genéticos
relacionados ao desenvolvimento
de inibidores em hemofilia

Estudo HEMFIL

Formulario 1
Avaliacao Inicial

B. Histoérico médico (continuagéo)

7. Tempo de amamentacao exclusiva

8. Data do diagndstico da hemofilia

9. Motivo do diagnéstico

10. Outras coagulopatias associadas

11. Outras doencgas que podem interferir com o

prognostico do paciente

12. Foi realizada circuncisédo?

a. Foi utilizada cola de fibrina?

Para infecgoes, alergias, medicacéo e vacinagao favor preencher o formuléario 3 “Dados imunolégicos até o 75° dia de exposi¢ao”.
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Codigo do centro: ,:l:' il i

ID do paciente: \

[ ] somanas

[] Amamentagéo ainda em andamento. Neste caso,
apos suspensao da amamentacao, preencher o
campo A.3 no formulério 2 de atualizagao

[] Nao sabe ou nao informa

L JE L [T

[ Histérico familiar
[] Sangramento

[] Outro. Especificar:

[ Nao sabe ou ndo informa

[ ] Sim. Especificar:

[] Nao

[] N&o sabe ou nao informa

] Sim. Especificar:

[] Nao

] Nao sabe ou ndo informa

Osm oata| | || | [ [ [ ]]

[ ] Nao (Ir para o item C1)
[] Nao sabe ou nao informa

[ ] Sim
[ ] Nao

[] N&o sabe ou ndo informa
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Avaliagao dos fatores clinicos,

imunolégicos e genéticos 2 bt o . pagina 5 de 6
re_lacior?gdos aogdaﬁenvotvimento Forr_nu!__ano 1 . COshE £0 Ge s I:I:l
de inibidores em hemofilia Avaliacao Inicial ID do paciente: |
Estudo HEMFIL
C. Historico familiar
1. Histdria familiar de hemofilia? [] sim. Quem?
[ ] Nao
[] Nao sabe ou ndo informa
2. Diagnéstico pré-natal durante (] sim
a gravidez? [] Nao

[] Nao sabe ou nao informa

3. Numero de irmaos (sexo masculino) do paciente D com hemofilia
(preencha com “0” se ndo ha ou se nao se sabe) »
I:I sem hemofilia

EI status desconhecido

4. Numero de irmas do paciente (preencha com “0” |:| portadoras

se ndo ha ou se ndo se sabe) I:I - -
nao portadoras

D status desconhecido

5. Membros da familia (pais, irm&os, irmas) com [] Sim, niimero total de E Quem? :
inibidor (atual ou diagnéstico passado) [ Néo

[ Nao sabe ou néo informa

D. Tratamento
1. O paciente esta recebendo infusdes de L] Sim, preencha o formulario 4
concentrado de fator ou ja recebeu infusdes? “Primeiros 75 dias de exposig&o”
[ ] Nao
2. Recomendagao de tratamento [] Sob demanda
até a proxima consulta [] Profilaxia
] Imunotolerancia
Se profilaxia:
a. Dose por dia L T 1 [ Jurmg
b. Freqliéncia por semana |:| vezes por semana
c. Ou outra |

d. Dose inicial para sangramento menor™: I:l:]:lj Ul/mg
e. Dose inicial apds sangramento maior**: I:l:]:lj Ul/mg
f. Dose inicial apos trauma grave: I:lj:lj Ul/mg

* Sangramento menor: dor leve, inchago minimo, minima restricado de movimento, melhora dentro de 24 horas apés o tratamento.

** Sangramento maior: dor, edema, limitacao de movimento, falha de resposta em 24 horas de tratamento,
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Formulario 1 Cadigo do centro: [ ] fee
A\Iallacég Inicial ID do paciente: |

g. Nome do produto | ]

Se 0 nome do produto for diferente, especificar: | ]

h. Tratamento adicional |

3. Peso (Kg): D:I:I D Kg

4. Observacdes e heredograma
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ANEXO 3

Formulario 2: Formulario de atualizagao

Formulario 2 Cédigo do centro: [l:[ pagina 1 de 1
Formulario de atualizagao ID do pacient: | |

1. Grupo sanguineo: LIA
Os.
Oo
[Jas

2. Mutagéo conhecida: ] sim
[] Nao

Se sim, intron 227 [ sim
[] N&o. Anexar copia do diagnostico molecular.

3. Duragao de aleitamento materno exclusivo ED semanas



ANEXO 4

Formulario 3: Dados imunolégicos até o 75° dia de exposigao

imunologicos e genéticos

relacionades ao desenvolvimento Dados imUnO'()giCOS até o

de inibidores em hemofilia

S 75° dia de GXDOSiQQO ID do paciente: |

Avaliagao dos fatores clinicos, Formulério 3 o
4digo do centro:

pagna 1 de 3

1. Data da avaliagao inicial ou da visita de acompanhamento

Periodo descrito

Para avaliagéo inicial:
Visita de acompanhamento

2. Durante o periodo descrito, a crianca foi tratada para:

a. Infecgdo aguda do trato respiratério Data de inicio da Dia Més Ano
[]sim  Numerodevezes [ | utmavez [ | [ [ J[ [ T [ ]
[ Nao Penuttimavez [ [ J[ [ ][ [ [ [ |
[[] Nao sabe ou ndo informa Antepentitimavez | | |[ [ |[ [ [ [ |

b. Otite média aguda Data de inicio da Dia Més Ano
[Jsim  Numerode vezes [_| utimavez [ [ [ T J[ T T [ ]
[ Nao Penuimavez [ [ |[ | [ | [ [ |
[] Nao sabe ou nao informa Antependttimavez [ [ [[ [ J[ [ [ [ |

¢. Bronquite / bronguiolite Data de inicio da Dia Més Ano
[1sim  Numerodevezes [ | Otimavez [ T J[ T J[ T T T ]
[ Nao Penuttimavez [ [ J[ [ ][ [ [ [ |
[] N&o sabe ou nao informa Antependttimavez [ [ [ [ [ [ [ [ |

d. Pneumonia Data de inicio da Dia Més Ano
[Jsim  Numerodevezes [_| utimavez [ [ [ T J[ T T [ ]
[ Nao Peniimavez [ [ |[ | |[ [ | [ |
[7] Nao sabe ou nfo informa Antependttimavez [ [ J[ [ J[ ] | [ |

e. Gripe forte Data de inicio da Dia Més Ano
[]sim  Numerodevezes [ | Utimavez [ T [T ] T T ]
(] Nao Pendiimavez [ [ |[ [ J[ [ [ [ |
[] N&o sabe ou ndo informa Antependttimavez | [ [ [ [ | | [ |

f. Qutras infecgdes que as ndo mencionadas acima, especificar:| }

D Sim Numero de vezes EI Data de inicio da Dia Més Ano

1 Neo Onimavez [ T JC T T [ ]

[[] Nao sabe ou néo informa Pendtmavez | [ [ [ J[ [ [ [ |
Antependtimavez [ [ [ T [ 1T T 1 |

A questao 2 continua na proxima pagina



Avallagao dos fatores clinicos, Ari
Imunolégicos & genéticos Formulario 3

relacionados a0 desenvovimento . Dados imunolégicos até o

Caodigo do centro: I:l:]

pagina 2 de 3

de inlbidores em hemofilla D do paciente: |

Evtudo HEMEIL 75° dia de exposicéo

Se uma das respostas as questdes 2a a 2f foi positiva, responder os itens 2g e 2h
2g. A crianga consultou um pediatra ou [] sim
otorrinolaringologista devido as infecgdes 1 Nzo
no trato respiratorio?

2h. Quantas vezes a crianca foi internada |:| vezes
devido a problemas no trato respiratorio?

3. Durante o periodo descrito, o paciente desenvolveu:

a. Alergia/Atopia (incluindo asma) [ sim
[] Nao
b. Alergia ao leite de vaca [ sim
[] Nao

c. Outras doengas cronicas (com duracao > 3 meses) [] sim Especifique: |

[] Nao
4. Histodrico de alergia na familia

Algumn dos pais, irmaos ou irmas desenvolveu alergia/ ] Sim
atopia (incluindo asma) no pericdo descrito? ] Nao

[[] Nao sabe ou nao informa

5. Medicacéo utilizada no periodo descrito

(apenas para alergia/atopia, incluindo asma ou [] sim, descrito na tabela
analgésicos ou antibidticos) ] Nao (ir para a questio 6)

[] Nao sabe ou néo informa (ir para a questao 6)

Neme do medicamento Data de inicio do tratamento

Indicagao Data do fim do tratamento

| LI L[] O
andamento

Nome do medicamento Data ds inicio do tratamento

Indicagao Data deo fim do tratamento

| ] O O s =+~
andamento

Nome do medicamento Data de inicio do tratamento

Indicagio Data do fim do tratamento

| ILLILTET T T ] Oses
andamento

Nome do medicamerto Data de inicio do tratamento

Indicagio Data deo fim do tratamento
Ainda em

| LT

andamento
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Avallagao dos fatores clinicos, Ari

imunoldgicos e genéticos Formu‘.ano 2 7 . Gédigo do centro: ||
relacionados ao desenvolvimento Dados imunolégicos até o :
de inibidores em hemafilia 75° dia d © o

Estudo HEMFIL ia 08 eXpoSICa0

pagna 3 de 3

ID do paciente: |

6. Vacinacoes durante o periodo descrito:

[] sim, descrito na tabela
[ Nao

[] N&o sabe ou nao informa

Tipo de vadinagao

Data da \.acmﬁée

Reagdes adversas, se relatadas Modc de vacinagao

| D Subcutanes D Intramuscular I:' Desconhecido
Tipo de vacinagio Data da vacinagao

Reages adversas, se relatadas Modo de vacinagao

Subcutaneo D Intrarmuscular D Desconhecido

Tipo de vadinagao

Data da vacmﬁ?ae

ReagOes adversag, se relatadas

Modo de vacinagao

D Subcutanes I:l Intramuscular I:‘ Desconhecido

Tipo de vacinacao

Dala da vacinagao

[T T T ]

Reagdes adversas, se relatadas

Modo de vacinagao
Subcutaneo |:| Intramuscular |:| Desconhecido

Tipe de vacinagag

Data da uaomFa:

Reagdes adversas, se relatadas

Modo de vacinagao

I:‘ Subcutaneo D Intramuscular D Desconhecido

Tipo de vacdinagdo

Data da \.acmFée

ReagOes adversas, se relatadas

Modo de vacinagao

I:‘ Bubeutaneo D Intramuscular D Desconhecido

Tipo de vacinacio

Data da \.acmﬁéo

Reagoes adversas, se relatadas

Modo de vacinagao

D Subgutanes D Intramuscular D Desconhecido

Tipo de vacinacao

Data da vacinagao

] I

Reagdes adversas, se relatadas

Modo de vacinagao

Tipo de vacinacao

Subcutanes I:l Intramuscular I:‘ Desconhecido
Data da vacinacan

[T T T ]

Reagdes adversas, se relatadas

Modo de vacinagao

D Bubcutaneo D Intramuscular D Desconhecido

Tipo de vacinagao

Data da \.ecmﬁ?ae

Reagdes adversas, se relatadas Modo da vacinagao

| D Subcutanes I:‘ Intramuscular I:' Desconhecido
Tipo de vadinagao Data da vacinacao

Reagoes adversas, se relatadas Modo da vacinagao

Subcutaneo D Intramuscular D Desconhecido

7. Total de “dias de risco” neste periodo de acompanhamento




ANEXO 5

Formulario 4: Primeiros 75 dias de exposigao

Formulario 4
Primeiros 75 dias de exposicao e e Ddopacente: |

ommcavism | 1 L 1 L1 1 1 | Godigo do centro: [ || P et

Se sangramento Fator de coagulagao
Data do g‘ £l Motivo d Possivel bk o
ata do tratamento iia de. otivo do tratamento. brvacin” i «+| Nimero total de Infusdo | se recombinante
exposiao Localizagao Lado Gravidade’ unidades no dia | Nome do produlo (extravasamento | ool ), pl tica (P),

infusac continua (IG)

Profilexia

Sangramento [Cowsito s Osim
(T D~ o= 1 Clo Ll
Dia Més Aro Trauma oraniano (TG Doessonnecido [per [oesconhecido
Seguimenta do tralamento
Prafiasia
Sangramento [Coveta CJsm Osm

| Manor
g i + e Qe |H* [T T Ow 0w
Trauima cxshnkson (TCY [oesconhecido e [[oesconhecido
Seguimenlo do tralamenta

Dia Més. Aro

Profilaxia

Sangramento o s Csm

Crrgi P + o Clesiisio E”""' (TTT] [
Maior

i wes Ano Trauma cranano (TG) Clossssies 0 .
Seguimenta do ratamento
Profieia
Sangramento Coweio Osm Osim

) . Menor
g P 09 e |2 T T [ [
Trauma oranina (TG [Josscantecico [psor [oesconnecio
Seguimentn do ratamenta

Dia Més. Arg

Profiia

Sangramento ot Osm [sm
Menor

Girurgia (Pré + Pés) [esauerdo EMW Dj:l:l (e e

Trauma craniano (TG) [oesconneciv [oesconhecido

Seguimenta do ratamento

* Regsirar localzagio do sangramento
= dor frace, inchago miniTe, miima ressrGAo ok 3 horas apds o ratamento,
dor, etumo, 3 386 24 horss apcs o tratamenta,

Ultimo numero do dia de exposigéo neste formulrio: I:D
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ANEXO 6

Formulario 5: Avaliagcao de acompanhamento

Avaliagio dos fatores clinicos, Sy

imunologicos e genéticos Forr_nuLarlo 5 :

relacionades ao desenvolvimento A\,'a||agao de Codigo do centro: El:l pégina 1 de 5
de inibideres em hemofilia h t )

s acompanhamento ID do paciente: |

F. Eventos durante o periodo avaliado

1. Data da consulta: (LTI TINTTTI] .
Dia Més e Periodo avaliado

[ Jdias

2. Data do ultimo formulario preenchido: | | || | ” | | | |
Dia Més Ano

3. O tratamento prescrito foi realizado? [] sim (Ir para o item 4)

D Nao, o tratamento foi intensificado em:

Dia Més Ano

Especificar: |

|:i Nao, o tratamento foi reduzido em:

Dia Més Ano

Especificar: |

D Nao, o tratamento foi interrompido em:

Dia Més Ano

Especificar: | |

Se o tratamento foi modificado, descreva a razéo para a
alteragao:

D Baixa resposta

D Nao cumprido pelo pai/mae/responsavel
] Nao cumprido pela crianca

[ Problemas de pungao

[] Problemas no catéter

] outro, especificar | |

4. Sangramentos durante o periodo avaliado? [] sim. paciente tem < 75 dias de exposicdo: anotar
sangramentos e tratamentos no formulario 4:
“Primeiros 75 dias de exposicao”.

O Sim, paciente tem mais de 75 dias exposicao:
anotar sangramentos na tabela do item 5.

D Nao, ir para o item 6
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Avaliacao dos fatores clinicos,
imunolégicos e genéticos
relacicnades ao dessnvolvimento
de inibidores em hemofilia
Estudo HEMFIL

Formulario 5
Avaliacdo de
acompanhamento

Codigo do centro: El:l

ID do paciente: I

5. Numero de sangramentos (se paciente com mais de 75 dias de exposicao)

Localizagao

Sangramento Menor

Dor leve, inchago minimo, minima restricdo de
movimento, melhora dentro de 24 horas apés o

tratamento.

Sangramento Maior

Dor; edema, limitagdo de movimento, falha de
resposta em 24 horas de tratamento.

pagina 2 de 5

Articulacao

Direito

Esquerdo Desconhecido

Direito Esquerdo Desconhecido

Ombro

Cotovelo

Pulso

Cintura

Joelho

Tornozelo

Outro |

Outro |

Total de articulacdes

Outros locais

Direito

Esquerdo Desconhecido

Direito

Esquerdo Desconhecido

Intra-craniano

Muscular

Mucosa ou tecidos moles

Trauma na cabeca

Outro |

Outro |

6. Uso de fatores de coagulagao
durante o periodo avaliado

] sim, paciente com < 75 dias de exposigcao: Anotar
exposicdes no formulario 4: “Primeiros 75 dias de
exposicao”.

[] sim, paciente com mais de 75 dias de exposicdo:

Anotar o uso de fator na tabela do item 7.

[ Nao (ir para o item 8).
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Avaliagao dos fatores clinicos,

imunolégicos e genéticos

relacionados ao desenvolvimento
de inibidores em hemofilia

Estudo HEMFIL

Formulario 5
Avaliacdo de

acompanhamento

7. Uso de fator de coagulagao

Nome do fator de coagulacéo

Codigo do centro: El:l

ID do paciente: |

N° total de Ul (ou mg para
Novoseven) deste produto
durante o periodo avaliado

paginad de5

Numero total de dias de
exposi¢ao a este produto
durante o periodo avaliado

Outro |

Outro |

Outro |

Outro |

Outro |

Numero total de dias de exposicao no periodo avaliado

Numereo de dias para prevencgao de sangramentos (profilaxia) no periodo avaliado

8. Nimero acumulado de dias de exposigéo

até o dia de hoje:

formularic 3 - Dados imunolégicos até o 75° dia de exposigde.

|:|:|:| Numero exato
D]:l Numero aproximado

Se o numero acumulado de dias de exposicédo for = 75, descrever infecgoes, alergia, medicamentes e vacinagdc no

9. Cirurgias ou procedimentos invasivos durante o

periodo avaliado

|:| Sim, preencha a tabela abaixo
[] Nao (ir para o item 11)

Data

Tipo de cirurgia

Articulagao (se aplicavel)

Nome do fator de coagulagao
utilizado na cirurgia

N° total de Ul {(ou mg para Novoseven)
deste produto durante o periodo da cirurgia

Numero total de dias de exposicéo a este
produto durante o periodo da cirurgia

Tipo de cirurgia

Articulacdo (se aplicavel)

Nome do fator de coagulagao
utilizado na cirurgia

N° total de Ul (ou mg para Novoseven)
deste produto durante o periodo da cirurgia

Numero total de dias de exposigéo a este
produto durante o periodo da cirurgia

Tipo de cirurgia

Articulagao (se aplicavel)

Nome do fator de coagulagéo
utilizado na cirurgia

N° total de Ul (ou mg para Novoseven)
deste produto durante o periodo da cirurgia

Numero total de dias de exposicdo a este
produto durante o periodo da cirurgia




Avaliacao dos fatores clinicos,
imunolégicos e genéticos
relacicnades ao dessnvolvimento
de inibidores em hemofilia
Estudo HEMFIL

Formulario 5
Avaliacdo de
acompanhamento

10. Numero total de dias de internagao durante o
periodo avaliado

11. Crianga esta estudando em:

12. Numero total de dias fora da escola ou creche
devido a hemofilia:

13. Necessita de auxilio escolar devido a hemofilia?

14. Foi detectado inibidor no periodo descrito?

15. Inibidor positivo

16. Titulo maximo de inibidor no perfodo avaliado:

17. Recuperacao verificada?

Codigo do centro: I:l:l

ID do paciente: |

|:|:|:| dias ou

[] Nao sabe / Nao informa

|:] Creche

|:| Pré-escola

|:| Escola normal

|:I Escola especial

[[] Nao estuda (ir para ¢ item 14)

D]:l dias ou

|:| Nao sabe / Ndo informa

[ sim
[ Nao

] sim
[[] Nao (ir para o item G1)
[[] N&o sabe / N&o informa (ir para o item G1)

[ T T T I T ]us/mLPrimeiradosagem
LI LT JET [ [ |pata

[T T T I T JuB/mLSegundadosagem

O A =

LL [ [} [ JusmL

LI LT LT T [ |oata

|:| Sim, recuperagac normal (se teste de recuperacac
de fator VIl > 66% do valor esperado)

[] sim, recuperacac diminuida (se teste de
recuperacéao de fator VIl < 66% do valor esperado)

[] Nao

G. Indicagao de tratamento para o préximo periodo

1. Indicagao de tratamento sera modificada
comparada ao periodo anterior?

[ sim

[J Nao (ir para o item 3)

pégina 4 de 5
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Avaliago clos fatores clinicos Ari
imunolégicos e genéticos. { FOI'I’TIU[?"O 5
relacionados ao dessnvolvimentc  Avaliacdo de

de iniidores em hemofiia h t
e acompanhamento

2. Tipo de tratamento até a préxima consulta:

Dose por dia

FreqUéncia por semana

Ou outro (especificar)

dose inicial para sangramentos menores
dose inicial para sangramentos maiores

dose inicial para trauma grave

98

Cadigo do centro: El:l pégina § de 5

ID do paciente: |

[] bemanda
[] Profilaxia
[l Terapia de imunctolerancia

Se profilaxia:

[ ]u
I:l:' vezes por semana

|

|:|:| Ul/mg
|:|:| Ul/mg
[ L] wime

Sangramento menor: der fraca, inchago minime, minima restricdo de movimento, controle apés 24 horas apés o tratamento.

Sangramento maior: dor, efusio, limitagio de movimenteo, falha no controle até 24 horas apds o tratamento.

Nome do produto

Tratamento adicional

3. Dose domiciliar

4. Peso (Kg) no dia da consulta

5. Participante de outros estudos?

6. Observactes

[ Nao

|:| Comecgou na data / /

|:| Continua sendo aplicada pelo paciente
|:| Continua sendo aplicada pelos pais/responsaveis

[ ke

[ sim
[ Nao




ANEXO 7

Formulario 6: Final do estudo

Formulario 6

Godigo docenro: [ || pagina 1 de 1

Final do estudo Ddopacerte: [ |

1. Data do final do estudo

2. Motivo para a finalizagao do estudo

3. Atingiu 100 dias de exposicdo sem
desenvolvimento de inibidor?

[] Paciente / Pais / Responsaveis retiraram termo de
consentimento

[ Paciente esta em tratamento em outro centro

[ Falecimento

Date:[ [ JL T JL T T 1]

Causa da morte

1

[] Perda de seguimento durante o estudo

[ outro|

[ sim
[ Nao

929
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ANEXO 8

Formulario 7: Formulario de corregcao

Avaliagao dos fatores clinicos,

imunolégicos e genéticos EEdins I:l:l
relacionados ao desenvolvimento H odigo do centro: pagina 1 de 1
de inibidores em hemofilia Formu I‘_é!-.o 7 - :
Estudo HEMFIL Formulario de correcéo ID do paciente: |
1. Formulario de corregdo de dados [] Formulério 1
(] Formulério 2

[] Formulrio 3
[] Formulério 4
[] Formulario 5
[] Formulario 6

2, Data da consulta ou de LI LTI T 1]
preenchimento do formulario

3. Questéo (Informe letra e nimero disponibilizado) | J JI [ J| [ l I |

4. Valor incorreto submetido:

5. Valor correto a ser considerado:

6. Nome do responsavel pela modificagao:

7. Data |
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ANEXO 9
Formulario 8: Controle de coleta de material biolégico
Formulério 8 - EEEE e [ | phgnat o

E}?ﬁrﬁa:?a'leé’[gigg:;? de Dia  Més Ao Ddopaciente:[ ]

r::;’; Anticoaguiants La;‘“&f’oﬁf’ Data mi%}g%ﬁﬁﬁ Mativo da coleta M;:na‘cu:z:’: P“’%?gcm"gga"m Obsenvagdes
1 |eoaEmy [ l_ll [T Iml | ID_I I LII | [m\ | |cenotpagem rsoura) | [ | O
T P—— [ LT [ it | o |
g p—— CLCC L LI LI T T [mssaseern | o |
+ |omorms EEENEEEE (SN EEER T N
5 |omosm) (OO | (L T et | o |
o |oumosmy O O LI T et | o |
7 |G [T ) LT [ [ttt | o | O

uildantificar o mativo de coleta da amostra de acordo com os tempos do estudo, se T0, T1 ou T2; monitoramento de Inibidores (I); acompanhamento de Imunotolerancia (AIT); Final de Pratocolo de Imunotalerancia (FIT).
@0 motivo da nao coleta da amostra deve ser descrito no campo “Por que a amostra nao foi coletada?*

@O campo de observagdes deve ser utilizado para descrever problemas relacionados a coleta, processamento ou armazenamento da amaostra.

Os tubos n® 1 e 2 referentes aos anticoagulantes EDTA e Citrato de Sodio, respectivamente, devem ser coletados na primeira consulta apos o diagnostico (T0, vide Figura 1 do projeto) para testes
imuncldgicos, sorolégicos, inibidor, dosagem de fator e genotipagem.

Apts o diagndstico, amostras devem ser coletadas a cada 10 dias de exposigao até o 75° dia de exposigao ao fator de coagulagao para testes de inibidor {a partir do tuba n® 3).

. Ao 75° dia de exposigio uma amostra de sangue devera ser coletada (T1, vide Figura 1 do projeta).

Pacientes que desenvoiverem inibidor antes do 75° dia de exposigao devem ter amostra coletada assim gue o resultado de inibidor positivo for confirmado em segunda dosagem.

Do 75° a0 100° dia de exposigho ao fator de coagulagéo, as coletas devem ser realizadas a cada 8 maeses.

A partir do 100° dia de exposigao, as coletas de inibidor devemn ser semestrais desde que o paciente esteja em uso de concentrado de fator de coagulagao.

Caso o paciente apresente inibidor positivo confimado sem indicag&o para imunotolerancia, a coleta deve seguir a mesma recomendagao descrita em E, isto &, deverd ser realizada a cada 3 meses.
Pacientes que iniciaram tratamento de Imunotolerancia devern manter o mesmo padrao de coletas tal como recomendado pelo Protocolo de Imunotolerdncia do Ministério da Saude, isto é, a
‘quantificagéo do inbidor devera ser realizada mensaimente nos primeiros 6 meses e a seguir a cada 2 meses até atingir < 5 UB/mL, quando a quantificag@o deverd ser repetida mensalmente
novamente. Uma amostra de sangue devera ser coletada ao final do tratamento de imunotolerdncia independentemente do resultado do tratamento (T2, vide Figura 1 do projeto).

pmmpowe

As coletas n i nflamagdo ou processo alérgico. Todas as amostras coletadas nos tempos determinados no projeto de
pesquisa




ANEXO 10

Formulario 9: Programacgao para preenchimento dos formularios

Blikicen oo s oo E .
el ormulario 9

de inibidores em hemofilia Programag:ao para
Estudo HEMFIL

preenchimento dos formularios

pagina 1 de 1

1 Avaliagdo Inicial X OB

2 Atualizag&o de dados... SN

3 Dados imunologicos até 75 DE.... X OB

4 Primeiros 75 DE... X OPC

5 Avaliagdo de Acompanhamento OB

6 Final do estudo OB

7 Formulério de Corregéo SN

3 Controle de coleta de material Somente
biolégico pelo HBH
Orientagdes para coleta, transporte

10 N/A
e armazenamento das amostras

11-14 | TCLE b OB

DE: Dias de exposigao

OB: Preenchimento obrigatorio completo por todos os centros participantes

OPC: Preenchimento desnecessério desde que enviados dados da cartiha completos, confidveis
e verificados pelo médico responsavel de cada centro no momento do retorno do paciente

SN: Preenchimento se necessario (formulérios complementares ou de corregéoc)

HBH: Preenchimento exclusivo do Hemocentro de Belo Horizonte
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ANEXO 11

Formulario 11: Termo de consentimento livre e esclarecido

Formulario 11 N° Registro CEP — Hemominas:
Termo de consentimento livre e esclarecido |
para pesquisa cientifica (TCLE) - Hemofilia A pagina 1 ge 2

Vimos pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido convidar vocé e seu filho a
participarem de um projeto de pesquisa que envolve a Fundagao Hemominas e a Universidade
Federal de Minas Gerais. A participagcao neste estudo é voluntaria. Vocé e seu filho nao terao
nenhum gasto com a participagao no estudo. Vocés tém o direito de escolher nao fazer parte
ou desistir do estudo em qualquer momento, sem perda de qualquer beneficio na Fundagao
Hemominas.

Seu filho foi diagnosticado com hemofilia A. A pessoa que tem hemofilia ndo produz uma pro-
teina chamada Fator VIl (FVIIl) em quantidade suficiente para fazer a coagulagéao do sangue. As
pessoas que tém hemcofilia A sdo normalmente tratadas com infuséo intravenosa de Fator Vil
(FVIIl) para que possam controlar possiveis hemorragias. Apés um periodo de tratamento alguns
pacientes desenvolvem uma resposta imune contra o FVIIl administrado, o que aumenta os ris-
cos de hemorragias e falha no tratamento. Até o momento nao se sabe por gue somente alguns
pacientes desenvolvem essa resposta imune. O objetivo deste estudo € Identificar os fatores
clinicos, genéticos e imunoldgicos relacionados ao desenvolvimento de inibidores na hemofilia.

Se vocés concordarem em participar deste estudo, seu filho sera solicitado a fornecer um pouco
de sangue (5mL) para exames laboratoriais. Este material seré separado e estocado no Labora-
torio de Pesquisa no Hemocentro de Belo Horizonte e sera usado apenas para os fins propos-
tos nesta pesquisa. Seu filho sera cadastrado no projeto de pesquisa para acompanhamentos
periédicos e vocés poderdo ser convidados a retornar a Fundagéo Hemominas para novas
consultas com o médico, caso vocés e o médico concordem. No momento do retorno a Funda-
¢do Hemominas, podera ser solicitada ao seu filho nova coleta de um pouco de sangue (5mL)
para realizacdo de exames de rotina e exames relacionados ao projeto de pesquisa (dosagem
de FVIIl, dosagem de inibidores de FVIIl, dosagem de citocinas e quimiocinas do sistema imune,
contagem de células do sangue, andlises genéticas relacionadas a hemofilia). Os resultados
dos testes realizados serao repassados a vocés pelo médico e anexados ao seu prontuario. Os
riscos e desconfortos deste estudo incluem o desconforto de coletar o sangue: este inclui a dor
da picada de uma agulha e uma peguena chance de cor roxa no local da pungéo.

Caso vocé autorize, o material coletado neste estudo podera ser usado pelos mesmos pes-
quisadores envolvidos nesta pesquisa em futuras investigagbes com objetivos semelhantes:
investigar marcadores genéticos, imunolégicos e bioquimicos que podem ter influéncia nas ma-
nifestagoes clinicas da hemofilia. Neste caso, a amostra sera conservada sem prazo para des-
carte (Banco de Amostras). Entretanto, o uso futuro deste material nunca sera ligado a nenhum
dado pessoal do participante. Vocé pode negar a permissao para o uso da amostra em estudos
futuros e ainda assim participar deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da amostra coleta-
da, qualguer novo estudo utilizando esta amostra devera ser avaliado e autorizado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Fundagédo Hemominas. Se a nova pesquisa ndo trouxer beneficios ou
riscos para o participante, vocé nao sera informado sobre seu uso.

O conhecimento que for adquirido na pesquisa podera trazer informacgoes e orientagdes futuras
em relagao ao desenvolvimento de inibidores de FVIII na hemofilia A. Vocé e seu filho ndo serdo
identificados quando o sangue coletado ou os registros médicos forem utilizados, seja para pro-
positos de publicagao cientifica ou educativa. Ao assinar este consentimento informado, vocé
autoriza a leitura e acompanhamento dos prontuérios médicos de seu filho. Na divulgacao dos
resultados, seus nomes nao serdo mostrados, garantindo a vocés sigilo e privacidade.
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Formulario 11 N° Registro CEP — Hemominas:
Termo de consentimento livre e esclarecido |
para pesquisa cientifica (TCLE) - Hemofilia A pignazde

Declaro que fui informado sobre os métodos e meios de coleta de material a ser utilizado,
as inconveniéncias, riscos gue podem vir a ocorrer em consequéncia da pesquisa. Dou
meu consentimento de livre e espontanea vontade para participar como sujeito da pesquisa
deste projeto.

|:| Autorizo o armazenamento das amostras coletadas
para utilizacao em estudos futuros.

D Nao autorizo o0 armazenamento das amostras coletadas
para utilizacao em estudos futuros.

Identificagéo do participante:

Nome: N° Prontuéario:

Assinatura do responsavel Data: / /

Daniel Gongalves Chaves Pesquisador

Contato com o pesquisador:

(31) 3248 4587 - daniel.chaves@hemominas.mg.gov.br (Daniel G. Chaves)

(31) 3248 4587 - mapsbh@bol.com.br (Marcio Portugal)

(31) 3409 9746 - srezende@medicina.ufmg.br (Suely M. Rezende)

Contato Comité de Etica em Pesquisa: (31) 3248 4587 - cep@hemominas.mg.gov.br



ANEXO 12

Formulario 15: Termo de assentimento

Amd?smm N° Registro CEP — Hemominas:

e et ncmml Formulario 15 » |

da inbidores em hemofiia; Termo de assentimento — Hemofilia A s
Estudo HEMFIL pagna 1 ds

(Menor entre 13a 17 anos)

Vimos pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido convidar vocé a participar de
um projeto de pesquisa gue envolve a Fundagao Hemominas e a Universidade Federal de Minas
Gerais. A participagao neste estudo é voluntaria. Vocé nao tera nenhum gasto com a participa-
¢ao no estudo. Vocé tem o direito de escolher nao fazer parte ou desistir do estudo em qualquer
momento, sem perda de qualguer beneficio na Fundagéo Hemominas.

Vocé foi diagnosticado com hemofilia A. A pessoa que tem hemofilia ndo produz uma protefna
chamada Fator VIII (FVIIl) em quantidade suficiente para fazer a coagulagao do sangue. As pes-
soas que tém hemofilia B sdo normalmente tratadas com infus&o intravenosa de Fator VIII (FVIII)
para que possam controlar possiveis hemorragias. Apds um periodo de tratamento alguns pa-
cientes desenvolvem uma resposta imune contra o FVIII administrado, o que aumenta os riscos
de hemorragias e falha no tratamento. Até o momento néo se sabe por que somente alguns
pacientes desenvolvem essa resposta imune. O objetivo deste estudo é Identificar os fatores
clinicos, genéticos e imunologicos relacionados ao desenvolvimento de inibidores na hemofilia.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé sera solicitado a fornecer um pouco de sangue (5mL) para exames labo-
ratoriais. Este material serd separado e estocado no Laboratério de Pesquisa no Hemocentro
de Belo Horizonte e sera usado apenas para os fins propostos nesta pesquisa. Vocé sera ca-
dastrado no projeto de pesquisa para acompanhamentos periddicos e podera ser convidado a
retornar & Fundagao Hemominas para novas consultas com o médico, caso vocé e o médico
concordem. No momento do retorno a Fundagao Hemominas, podera ser salicitada nova coleta
de um pouco de sangue (5mL) para realizagéo de exames de rotina e exames relacionados ao
projeto de pesquisa (dosagem de FVIIl, dosagem de inibidores de FVIII, dosagem de citocinas e
guimiocinas do sistema imune, contagem de células do sangue, andlises genéticas relacionadas
a hemofilia). Os resultados dos testes realizados serdo repassados a vocé e seu responsavel
pelo médico e anexados ao seu prontuario. Os riscos e desconfortos deste estudo incluem o
desconforto de coletar o sangue: este inclui a dor da picada de uma agulha e uma pequena
chance de cor roxa no local da pungao.

Caso vocé autorize, o material coletado neste estudo podera ser usado pelos mesmos pes-
quisadores envolvidos nesta pesquisa em futuras investigagbes com objetivos semelhantes:
investigar marcadores genéticos, imunoldgicos e bioguimicos que podem ter influéncia nas ma-
nifestagdes clinicas da hemcfilia. Neste caso, a amostra sera conservada sem prazo para des-
carte (Banco de Amostras). Entretanto, o uso futuro deste material nunca sera ligado a nenhum
dado pessoal do participante. Vocé pode negar a permissao para o uso da amostra em estudos
futuros e ainda assim participar deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da amostra coleta-
da, qualguer novo estudo utilizando esta amostra devera ser avaliado e autorizado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Fundagéo Hemominas. Se a nova pesquisa ndo trouxer beneficios ou
riscos para o participante, vocé nao sera informado sobre seu uso.

O conhecimento que for adquirido na pesquisa podera trazer informacgoes e orientagdes futuras
em relagao ao desenvolvimento de inibidores de FVIII na hemofilia A. Vocé néo seré identificado
quando o sangue coletado ou os registros médicos forem utilizados, seja para propdsitos de
publicagao cientifica ou educativa. Ao assinar este consentimento informado, vocé autoriza a
leitura e acompanhamento dos seus prontuarios médicos. Na divulgagao dos resultados, seu
nome nao sera mostrado, garantindo a vocé e ao seu responsavel, sigilo e privacidade.
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N° Registro CEP — Hemominas:

Formulario 15 _
Termo de assentimento — Hemofilia A I
(Menor entre 13a 17 anos)

Declaro que fui informado sobre os métodos e meios de coleta de material a ser utilizado,
as inconveniéncias, riscos gue podem vir a ocorrer em consequéncia da pesquisa. Dou
meu consentimento de livre e espontanea vontade para participar como sujeito da pesquisa
deste projeto.

[ ] Autorizo o armazenamento das amostras coletadas
para utilizagao em estudos futuros.

[] Nao autorizo o armazenamento das amostras coletadas
para utilizagaoc em estudos futuros.

Identificacdo do participante:

Nome: N° Prontudrio:

Assinatura do menor Data: / /

Daniel Gongalves Chaves Pesquisador

Contato com o pesquisador:

(31) 3248 4587 - daniel.chaves@hemominas.mg.gov.br (Daniel G. Chaves)
(31) 3248 4587 - mapsbh@bol.com.br (Marcic Portugal)

(31) 3409 9746 - srezende@medicina.ufmg.br (Suely M. Rezende)

Contato Comité de Etica em Pesquisa:
(31) 3248 4587 cep@hemominas.mg.gov.br



ANEXO 13

Cartilha de acompanhamento dos pacientes

introducdo

Esta caderneta esta organizada de forma que vocé possa
facilmente tomar nota dos primeiros 75 dias em que seu filho
receberéd o concentrado de fator de coagulacao. Pedimos
também que sejam incluidos nesta caderneta outros
medicamentos e vacinas que ele tenha tomado. Estes dados
serdo utilizados pelo estudo “Avaliagéo dos fatores clinicos,
genéticos e imunologicos relacionados ao desenvolvimento de
inibidores em hemofilia”, no qual seu filho esta participando.

E importante que sejam anotadas nao sé as infusdes que sao
realizadas em casa, mas também todas as infusdes que séo
realizadas nas visitas de seu filho ao centro de hemofilia ou
durante as internagdes ou visita a pronto-socorro, etc. Enfim,
todas as infusbes devem ser anotadas. Por esse motivo,
pedimos que leve sempre com vocé esta caderneta de
maneira que se possa prontamente registrar todos os dados.

O uso da caderneta & necessario para se obter
um bom acompanhamento sobre:

Motivo do tratamento

Tipo de sangramento, localizagéo e gravidade
Uso do concentrado

Possiveis efeitos colaterais

Uso de outros medicamentos

Uso de vacinas

Tenha em mente que, para que se evite a perda

de informagbes importantes, & bom que todos os
dados sejam imediatamente anotados na cademeta
cada vez que seu filho receba uma infusao.

Certifique-se de que esta levando a caderneta cada
vez que for ao centro de hemofilia, independentemente
do motivo de sua ida: consulta de rotina, visita de
urgéncia em caso de sangramento, hospitalizagéo

ou para receber fator de coagulagdo.

Paciente

Nome completo:

Data de nascimento:

Enderego completo:

Telefone fixo:

Celular:

E-mail:

Centro de Hemofilia
Nome:

Enderego:

Telefone:
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Médico responsavel pelo atendimento
do projeto de pesquisa

Nome:

Endereco:

Telefone:

Histérico clinico:
Tipo de hemofilia: ( )A( )B

Atividade residual do fator: _ % ( )fator VIII () fator IX

Tem Inibidor?: () Sim () Ndo

Se sim, titulo: ___ uB/mL.Data: ___ /_ /

Plano de tratamente no centro de hemofilia
Data: Peso (Kg):

Enderego:

Telefone:

Nome do médico:

Tratamento: ( )demanda () profilaxia () combinado

Profilaxia:

Dose em sangramento menor:

Dose em sangramento maior:

Dose em traumatismo:

Se voce tiver alguma divida, entre em contato
com seu médico do centro de hemofilia

QOutras recomendagoes / pontos importantes
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Em outros tipos de sangramento (muscular,
mucosa ou outros tecidos), escreva a
localizagéo e o tipo de sangramento.

Concentrado de
Fator de Coagulacdo

P Se vocé nao esta certo do tipo de sangramento, faga
uma descrigao, por exemplo, pancada na cabega,
mordida no labio, hematoma no antebrago, etc

Depois de qualquer infusdo, vocé devera
preencher na caderneta:

-

Lado do sangramento: se esquerdo (E) ou direito (D)
Gravidade do sangramento: anote se trata-se de um
sangramento de importancia “menor” ou “maior”

-

Data da infusio

: } Importancia menor: dor leve, inchago pouco
i Motivo da infusdo ‘ acentuado, restrigio minima de movimento, |
(P) devido & profilaxia, quando realizado sob prescrigio resolvido com 24 horas de tratamento.
médica ou quando realizado como infuséo adicional como » Importancia maior: dor ou inchago grande,

precaugdo caso se preveja um forte esforgo fisico; impedimento de movimento, sem resposta

(SA) devido a um sangramento, assim como depois de um apos 24 horas de tratamento.

traumatismo leve para evitar progressao para um sangramento maior; Dados sobre o concentradeo

(SE) devido ao seguimento do tratamento, quando se de fator infundido
U necessita mais de uma infusdo apdés um sangramento;
Nome do produto

Numero total de unidades infundido
Numero do lote dos frascos

Possibilidade de ter infundido sob a pele ou no
musculo: marque “ndo” se a infuséo tiver sido realizada
adeguadamente e “sim” se foi sob a pele ou no musculo

(C) devido a uma cirurgia, intervengao cirirgica ou extrag&o dentéria.

Lt R i

Informacdes sobre o sangramento

} Localizagdo: no caso de sangramento em
articulagdes (juntas), informe o nome da
articulagdo afetada, por exemplo, ombro,
cotovelo, punho, cintura, joelho ou tornozelo.

Outras informagdes: reagdes alérgicas ou outros
efeitos adversos, assim como informagdes sobre

coisas que nao sao comuns ao tratamento habitual.
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Cutros medicamentos

Anote TODOS os medicamentos usados, incluindo paracetamol

¥ Nome do medicamento

% gg HEEIEIEEIEIEEEEIEEEE I EEEE (Tylenol®), dipirona (ou Novalgina®), acido acetilsalicilico
g .5 |0 00000000Oooooooooo (Aspirina®, AAS®).
E '?E 5| &| 5| &| &| &| 5| 5| &| &| &| &| 5| &| 5| 6| 6| &| & Por favor, anote os seguintes dados:
2 E OOooOooooOoo
8
8

» Motivo pelo gual o medicamento foi utilizade (dor,
febre ou nome da doenga caso seja conhecido)

Nomerode | Numero | Pr

unidades

- b Data na qual a crianga comegou a tomar o medicamento

b Data na qual a crianga parou de tomar o medicamento

Maior

Gravidade
Menor

Sangramento
Localizagio  |E/D"]

Motivo do tratamento
Ssguimento (SE); Cirurgia (C)}
® |[isa || ©

Qg

§
:
g
§
£
&




Término do uso (dia, més e ano)

Comego do uso (dia, més e anc)

Motivo do uso

Nome do medicamento

Vacinas

Anote na tabela as seguintes informagoes:

> Tipo de vacina (DPT, hepatite B, etc)
» Modo de vacinagao: subcutaneo (sob a
pele) ou intramuscular (no musculo)
» Data da vacinagao
» Reacdes adversas & vacina, caso tenham ocorrido
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tenha ocorrido

agoes, caso

Re

Data da vacinagao (dia, mése ano)

Modo de vacinacgéo

[J subcutaneo ] Muscular

[ subcutaneo  [] Muscular

[ Muscutar

[ subcutaneo

[ subcutaneo  [] Muscular

[ subcutaneo  [] Muscular

[ subcutaneo  [] Muscular

[ subcutaneo ] Muscular

[ Muscutar

[ subcutaneo

[ subcutaneo ] Muscular

[ Subcutaneo  [] Muscular

[ subcutaneo  [] Muscutar

[J Subcutaneo  [] Muscular

O Muscutar

O Subcutaneo

Tipo de vacina
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