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RESUMO 

 

Hemofilia A (HA) é uma coagulopatia com transmissão hereditária ligada ao 

cromossomo X decorrente da deficiência ou defeito no fator VIII da coagulação (FVIII). 

Indivíduos portadores dessa coagulopatia necessitam de infusões constantes de FVIII 

para manter sua hemostasia e sua integridade física. Durante o tratamento alguns 

pacientes desenvolvem uma resposta imune que produz anticorpos anti-FVIII. Esses 

anticorpos, também chamados inibidores, afetam a atividade pró-coagulante dessa 

proteína e diminuem a eficiência do tratamento, aumentando os custos desse e 

debilitando ainda mais o paciente. Apesar da relevância clínica dos inibidores de FVIII 

para o distúrbio da atividade hemostática dos pacientes com HA, os mecanismos 

imunológicos que levam à sua produção são desconhecidos. 

 

Neste trabalho, foram desenhados e sintetizados dez peptídeos cujas seqüências estão 

em epitopos de superfície dos domínios a1 e C2 do FVIII. Todos os peptídeos foram 

capazes de bloquear anticorpos anti-FVIII do plasma de pacientes. Observou-se um 

perfil individual de reatividade com os peptídeos e esse perfil alterou-se ao longo do 

tempo. Três peptídeos foram ligados a uma resina e construiu-se uma cromatografia de 

afinidade com o objetivo de remover anticorpos anti-FVIII do plasma. As IgGs anti-

FVIII foram significativamente capturadas pelas matrizes de afinidade peptídeo-

Sepharose, o que foi confirmado por teste de ELISA. 

 

Genotipagens de haplótipos da região promotora do gene da citocina IL-10 revelaram 

associações com a presença de inibidores de FVIII. A coexistência de um haplótipo 

GCC que define maior síntese de IL-10 e o haplótipo ACC que confere produção 

intermediária está associada com o grupo de pacientes que tem histórico de 

desenvolvimento de inibidores. Adicionalmente, a coexistência de haplótipos que 

definem maior e menor síntese de IL-10 está fortemente associada com a ausência de 

inibidores de FVIII no plasma. 

 

Com o objetivo de caracterizar o padrão de citocinas dos leucócitos do sangue periférico 

dos pacientes com [HAα-FVIII(+)] e sem [HAα-FVIII(-)] inibidores de FVIII, amostras 

de sangue total foram estimuladas com pdFVIII ou rFVIII. Os resultados mostraram que 



 ix

baixos níveis de neutrófilos TNF-α+ com alto valor de razão IL-5/TNF-α é 

característico do grupo HAα-FVIII(+). Embora todos os pacientes com HA 

apresentaram baixos níveis de monócitos IL-10+, o grupo HAα-FVIII(+) teve menores 

níveis de monócitos TNF-α+, levando a um aumento na razão IL-10/TNF-α desse 

grupo. Análises da imunidade adaptativa revelaram que níveis aumentados de células T 

(CD4+ and CD8+) IFN-γ+, TNF-α+ e IL-4+ são seletivamente observados no grupo 

HAα-FVIII(-). Ademais, maiores freqüências de células B IL-10+ e maiores níveis de 

anticorpos IgG1 anti-FVIII foram observados no grupo HAα-FVIII(-), ao passo que 

níveis basais de células B citocinas+ e maiores níveis de anticorpos IgG4 anti-FVIII 

foram encontrados no grupo HAα-FVIII(+). Adicionalmente, no perfil global de 

citocinas predomina um padrão anti-inflamatório/regulador no grupo HAα-FVIII(+), o 

que foi mantido após estímulo in vitro com pdFVIII ou rFVIII. A resposta imune 

polarizada anti-inflamatória/reguladora no grupo HAα-FVIII(+) e pró-inflamatória 

modulada no grupo HAα-FVIII(-) pode ser o elemento chave que controla o 

desenvolvimento de anticorpos inibidores de FVIII. Esses resultados podem ter 

implicações para o aprimoramento ou desenvolvimento de protocolos terapêuticos mais 

seguros e mais eficazes visando controlar ou impedir a síntese de inibidores em 

pacientes com HA. 
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ABSTRACT 

 

Hemophilia A (HA) is a coagulopaty with hereditary transmission linked to X-

chromosome resulting in a deficiency or a defect in coagulation factor VIII (FVIII). 

Subjects with this coagulopaty need constant FVIII infusions to sustain their hemostasis 

and physics integrity. During the treatment some patients develop an immune response 

that produces anti-FVIII antibodies. These antibodies, also called inhibitors, affect the 

procoagulation activity of this protein and affect the treatment efficiency enhancing the 

costs and debilitate even further the patient. Despite the clinical relevance of factor VIII 

inhibitors to the impaired haemostatic activity of patients with HA, the exact 

immunological mechanisms underlying their production are still unknown. 

 

In this work, we designed and synthesized ten peptides whose sequences are found in 

epitopes at the surface of a1 and C2 domains of FVIII. All peptides were able to block 

anti-FVIII Abs in plasma from patients. It was found an individual reactive profile to 

the peptides and this profile changed over the time. Three peptides were linked to a 

resine and an affinity chromatography assay was constructed to remove anti-FVIII Abs 

from plasma samples. Anti-FVIII IgGs were significantly captured by the peptide-

Sepharose affinity matrixes as assessed by enzyme-linked immunosorbent assay. 

 

Haplotypes genotyping at the promotor region of IL-10 gene revealed associations with 

the FVIII inhibitors presence. The coexistence of a haplotype GCC that define high IL-

10 synthesis and the haplotype ACC that confers intermediate production is associated 

with the group of patients who have a history of inhibitor development. Additionally, 

the coexistence of haplotypes defining high and low IL-10 syntheses is strongly 

associated with the lack of FVIII inhibitors in the plasma. 

 

Aiming to characterize the cytokine pattern in peripheral blood leukocytes from patients 

with [HAα-FVIII(+)] and without [HAα-FVIII(-)] anti-FVIII inhibitors, total blood 

samples were stimulated with pdFVIII or rFVIII. The results pointed out that decreased 

levels of TNF-α+ neutrophils with higher IL-5/TNF-α ratio is the hallmark of HAα-

FVIII(+). Despite all HA patients displayed decreased levels of IL-10+ monocytes, 
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HAα-FVIII(+) showed lower levels of TNF-α+ monocytes, leading to an increase in the 

IL-10/TNF-α ratio in this group. Analysis of adaptive immunity revealed that increased 

levels of IFN-γ+, TNF-α+ and IL-4+ T-cells, from both CD4+ and CD8+ T-cells, are 

selectively observed in HAα-FVIII(-). Moreover, increased frequency of IL-10+ B-cells 

and higher levels of α-FVIII IgG1 were observed in HAα-FVIII(-), whereas basal levels 

of cytokine+ B-cells and higher levels of α-FVIII IgG4 are the major features of HAα-

FVIII(+). Additionally, the global cytokine profile demonstrated a predominance of 

type-2 pattern in HAα-FVIII(+), further sustained after the in vitro stimuli with pdFVIII 

or rFVIII. The polarized type-2 immune response in HAα-FVIII(+) and the type-1 

modulated in HAα-FVIII(-) may be the key element controlling the development of 

inhibitory anti-FVIII antibodies. These findings may have implications for the 

enhancement or design of more safe and effective therapeutic protocols to control or to 

block inhibitors synthesis in HA patients.  
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1.1. COAGULAÇÃO SANGÜÍNEA 

 

Em 1863, Joseph Lister mostrou que o sangue permanecia fluido na veia jugular 

retirada de um boi, mas que ele rapidamente coagulava quando era transferido a um 

jarro de vidro. Essa superfície não fisiológica ativava uma seqüência de reações que se 

tornou conhecida como “via intrínseca da coagulação”. A coagulação pode ser também 

iniciada por substâncias que são liberadas dos tecidos, como conseqüência do seu 

trauma, gerando a via extrínseca da coagulação. Como proposto na década de 1960 pelo 

primeiro modelo da cascata de coagulação, um coágulo de fibrina é formado pela 

interação das duas vias. A via intrínseca começa com a ativação da calicreína, pelo 

contato com superfícies anormais produzidas pela lesão. A via extrínseca é disparada 

pelo trauma, que ativa o fator VII (FVII). Uma característica notável desse processo é 

que a forma ativada de um fator de coagulação catalisa a ativação do fator seguinte 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 1: Primeiro modelo da cascata de coagulação sangüínea. (www.geocities.com/ 
bioquimicaplicada/Coagul6.gif - Modificado) 
 

A coagulação sangüínea é um processo extremamente importante para a manutenção da 

hemostase de um sistema vivo quando ocorre alguma lesão de um tecido ou órgão. Esse 

Fator Tecidual 
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processo é desencadeado por proteínas plasmáticas, fatores de coagulação, que são 

secretados principalmente pelos hepatócitos na forma de zimogênios na corrente 

sangüínea (HU et al., 2003). Uma dessas proteínas, o fator VIII (FVIII) é um cofator na 

geração de trombina pelo complexo tenase (FVIII – FIX – FX) na superfície de 

plaquetas ativadas. Coágulos sangüíneos são formados por uma série de ativações 

desses zimogênios. Nessa cascata enzimática, a forma ativada de um fator de 

coagulação catalisa a ativação do próximo. Quantidades muito pequenas dos fatores 

iniciais são suficientes para disparar a cascata, por causa da natureza catalítica do 

processo de ativação. As numerosas etapas geram uma grande amplificação, 

assegurando uma rápida resposta ao trauma, controlando assim um sangramento que 

poderia comprometer o sistema como um todo. 

 

Atualmente, tem sido amplamente aceito o modelo de cascata de coagulação, proposto 

por Hoffman (2003). O novo conceito, “modelo celular”, mostra que as vias extrínseca e 

intrínseca não atuam separadamente como no modelo de 1960, mas sim como 

complementos de uma única reação. As alterações propostas pelo modelo atual são 

respaldadas na principal falha do modelo anterior: não explicar por que os indivíduos 

com coagulopatias que apresentam apenas uma das vias afetadas, extrínseca ou 

intrínseca, não conseguem ter uma coagulação normal compensada pela via não afetada. 

Assim, o modelo celular de Hoffman propõe que os fatores pró-coagulantes ativados 

devem ser mantidos no local da lesão para promover um controle eficaz sobre o 

processo. Esse controle, por sua vez, seria feito pela superfície celular, principalmente 

de células endoteliais e plaquetas. 

 

Para uma melhor compreensão do modelo atual, Hoffman divide o processo de 

coagulação sangüínea em três fases principais: inicial, amplificação e propagação. Na 

primeira, é proposto que o processo é iniciado no local da injúria por células que 

expressam Fator Tissular (FT+) e que estão fora do sistema circulatório. Na sua 

superfície, FVII ativado (FVIIa) complexado com FT ativa os fatores IX e X. O FX, por 

sua vez, se associa ao fator V formando o complexo de protrombinase na superfície 

celular. Em contrapartida, o FIX ativado (FIXa) se liga à superfície de plaquetas. Nessa 

fase inicial ocorre pequena formação de trombina e a coagulação passa para a fase de 

amplificação somente quando a lesão possibilita que plaquetas, fator VIII (FVIII) e fator 

de von Willebrand (FvW) passem para o meio extravascular e se liguem às células FT+. 
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Na fase de amplificação, a pequena formação de trombina ocorrida na fase inicial ativa 

plaquetas, expondo receptores e sítios de ligação a fatores ativados. Além disso, há 

ativação de fatores VIII, XI e V. Nesse estágio, a liberação do FvW, antes complexado 

com o FVIII, possibilita maior adesão e agregação plaquetária promovidas por essa 

molécula. Na última fase, de propagação, vários eventos ocorrem na superfície das 

plaquetas: ligação do FIX ao FVIII, dissociação do FX antes ligado ao FV e formação 

do complexo tenase (FVIII/FIX/FX). Nesse momento ocorre grande formação de 

trombina, o que possibilita a formação do coágulo de fibrina. 

 

Nesse contexto, pode-se perceber a importância dos diversos fatores de coagulação e 

mensurar os problemas causados pela ausência de apenas um deles. A falta de algum 

fator no organismo é causa de diversas coagulopatias. Entre as mais conhecidas 

podemos destacar a hemofilia B causada por deficiência de FIX, a deficiência de FvW, 

causa da doença de von Willebrand, de FVII, de FV e a hemofilia A, mais prevalente e 

foco desse trabalho, causada pela deficiência quantitativa ou funcional do FVIII.  

 

1.2. O FATOR VIII 

 

O FVIII é codificado pelo gene F8 de 186Kb e 26 exons no cromossomo Xq28 cuja 

expressão se dá principalmente no fígado. O seu transcrito é de aproximadamente 9Kb 

com 7053 nucleotídeos traduzido como um precursor protéico de 2351 aminoácidos, 

com cerca de 330 kDa, que subseqüentemente passa por um processamento proteolítico 

(GITSCHIER et al., 1984; WOOD et al., 1984; TOOLE et al., 1984; LEVINSON et al., 

1992). A proteína madura contém 2332 aminoácidos e seu peso molecular estimado é 

de 265 kDa. O FVIII é altamente glicosilado e possui 25 sítios possíveis de asparagina 

para formar N-glicosilação (VEHAR et al., 1984; LENTING et al., 1998) (Figura 2).  

 

O FVIII é constituído de vários domínios com homologia interna: os três primeiros 

domínios da porção N-terminal, A1 (1-329), A2 (380-711) e A3 (1649-2019) 

apresentam homologia na seqüência de aminoácidos de aproximadamente 30%. Os 

domínios A2 e A3 são separados pelo domínio B (740-1648). Na porção C-terminal da 

proteína madura há dois domínios homólogos: C1 (2020-2172) e C2 (2173-2332).  
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O domínio B ficou por muito tempo sem função conhecida (VEHAR et al., 1984; 

KANE & DAVIE, 1986). Alguns grupos de pesquisa têm mostrado com sucesso a 

participação do domínio B no clearance da molécula de FVIII através de receptores de 

asialoglicoproteínas (BOVENSCHEN et al., 2005) em uma ligação dependente de 

cálcio e sensitiva a D-galactose. Tal ligação se deve ao fato do domínio B possuir 19 

dos 25 sítios de N-glicosilação da molécula (VEHAR et al., 1984; LENTING et al., 

1998). Entretanto, parece que o clearance do FVIII não é totalmente determinado pela 

ligação aos receptores de asialoglicoproteínas (BOVENSCHEN et al., 2005). Esses 

receptores são abundantemente expressos no fígado e são membros da família tipo-C de 

lectinas que atuam como ligantes na endocitose de glicoproteínas da circulação 

(ASHWELL & HARFORD, 1982; STOCKERT, 1995). 

 

O FVIII circula no plasma associado ao fator de von Willebrand (FvW) via domínio C2, 

na forma de heterodímero, constituído de uma cadeia pesada (domínios A1-A2 e uma 

região variável do domínio B) e de uma cadeia leve (domínios A3-C1-C2) associadas 

via interação de um íon metal. Esse heterodímero requer ativação proteolítica para 

produzir a forma do cofator ativa, FVIIIa. Como resultado de proteólise durante a 

cascata de coagulação sangüínea, ocorrem clivagens na cadeia leve e na cadeia pesada. 

A interação com FvW facilita essas clivagens e a ativação do FVIII pela trombina. 

Ambos, trombina e FXa ativam o FVIII sendo que o FXa tem 20% da eficiência 

catalítica da trombina (LOLLAR et al., 1985). Após ativação, o FVIII é liberado do 

FvW e se liga ao FIX ativado e a fosfolipídios de membrana para formar o complexo 

ativador do FX. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: Organização de domínios e sítios de N-glicosilação na molécula de FVIII. 
(BOVENSCHEN et al., 2005. Modificado). 
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1.3. HEMOFILIA A 

 

Hemofilia A (HA) é um dos distúrbios hemorrágicos mais comuns com transmissão 

hereditária. O gene para o FVIII está localizado no cromossomo Xq28 e, 

conseqüentemente, a HA apresenta herança ligada ao X recessiva (HOYER, 1994). Essa 

coagulopatia resulta da deficiência ou do defeito do FVIII e pode apresentar-se sobre 

graus variáveis de deficiência resultando em tempo prolongado de coagulação 

sangüínea. A freqüência da hemofilia A é de 1-2 em 10.000 (0,01 – 0,02%) meninos 

nascidos vivos em todos os grupos étnicos (RIZZA & SPOONER, 1983; HOYER, 

1987). 

 

A gravidade e a freqüência de hemorragias nos pacientes hemofílicos estão relacionadas 

à atividade do FVIII no plasma. Aproximadamente 50% dos pacientes têm a forma 

grave da doença com atividade do FVIII menor que 1% do normal; eles apresentam 

freqüentes hemorragias espontâneas nas articulações, nos músculos e órgãos internos. A 

forma moderada da HA, caracterizada por atividade de FVIII de 2-5% do normal, 

ocorre em cerca de 10% dos pacientes, apresentando quadros hemorrágicos após 

pequenos traumas. A forma leve, a qual ocorre em 30-40% dos pacientes, está associada 

com atividade do FVIII de 5-30% e ocorrem hemorragias somente após traumas 

significativos ou cirurgias. Há ainda uma categoria de pacientes (cerca de 5%) que tem 

ao menos 30% da quantidade normal do FVIII, mas esse não apresenta atividade 

funcional, ou seja, a atividade do FVIII é muito menor que o nível plasmático de 

proteína (ANTONARAKIS et al., 1995). O tratamento adequado dessa doença requer 

infusões de concentrados do FVIII purificado de plasma humano ou FVIII 

recombinante. 

 

1.4. ANTICORPOS INIBIDORES DO FVIII NA HEMOFILIA A 

 

Aproximadamente 25% dos pacientes com HA grave (atividade de FVIII < 1%) e 15% 

dos pacientes com HA moderada ou leve (BAYRY et al., 2003) podem desenvolver 

anticorpos inibidores ao longo do tratamento de reposição protéica. De uma forma geral, 

10-40% dos pacientes hemofílicos apresentam inibidores capazes de inativar o FVIII 

(EHRENFORTH et al., 1992). Esses inibidores ou aloanticorpos, provenientes da 

resposta imune, geram principalmente imunoglobulinas IgG4. A presença desses 
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anticorpos inibidores aumenta a dificuldade no tratamento da doença, pois interfere 

diretamente na atividade pró-coagulante do FVIII infundido. Adicionalmente, ocorre 

considerável aumento nos custos de tratamento desses pacientes. 

 

Embora o paciente com inibidor do FVIII possa não manifestar sintomas clínicos 

evidentes, esse pode ser detectado durante a análise clínica rotineira. Também pode se 

suspeitar da presença de inibidores quando o quadro hemorrágico não é controlado tão 

rapidamente como poderia se esperar em resposta ao tratamento. A presença do inibidor 

é geralmente confirmada usando um teste de coagulação sangüínea (Teste de Bethesda) 

(VERBRUGGEN et al., 1995, 2002). Uma unidade de Bethesda (UB) representa o 

inverso da diluição do plasma que neutraliza 50% de FVIII no plasma normal 

(LAVIGNE-LISSALDE et al., 2005) e resultados acima de 5UB/mL são considerados 

altos níveis de inibidor.  

 

Os altos títulos de inibidores podem se manter por vários meses mesmo se o paciente 

interromper a exposição ao FVIII, caracterizando um quadro de inibidor de alta 

resposta. Alternativamente, o sistema imune pode ser estimulado de modo que a 

resposta à exposição ao fator seja menor e mais fraca e as unidades Bethesda 

permanecem baixas, caracterizando um quadro de inibidor de baixa resposta. Os títulos 

de inibidores podem se alterar ao longo do tempo e às vezes observa-se seu 

desaparecimento espontâneo dentro de semanas ou meses sem tratamento aparente 

(DIMICHELE, 2000). 

 

1.5. ETIOLOGIA DOS INIBIDORES ANTI-FVIII 

 

Pouco se conhece sobre a etiologia do desenvolvimento dos inibidores de FVIII o que 

dificulta o tratamento ou minimização da resposta imune. Entretanto, existe a suspeita 

da interação entre predisposição genética e condições ambientais ou exógenas. As 

condições pré-existentes as quais parecem influenciar o desenvolvimento de anticorpos 

incluem: o tipo e a gravidade da hemofilia, a etnia do paciente (indivíduos de herança 

afro-americana), o genótipo da hemofilia e o imunofenótipo (DIMICHELE, 2002). 

Reforçando a idéia de interação genética e ambiental, pacientes da mesma família, com 

a mesma mutação no gene do FVIII, apresentam desenvolvimento diferenciado de 

inibidores. A incidência de inibidores é mais alta entre aqueles com hemofilia grave ou 
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moderada e o desenvolvimento de inibidor não é comum entre pessoas com hemofilia 

cujo nível de FVIII é maior que 5%. Os inibidores aparecem nos primeiros meses de 

tratamento, geralmente entre a primeira e a quinta infusão de FVIII (EHRENFORTH et 

al., 1992). 

 

Estudos de correlação entre o genótipo da hemofilia A e a formação de inibidores 

determinam que certos genótipos (inversão do intron 22, grandes deleções e mutações 

sem sentido) foram significativos entre os pacientes que desenvolvem inibidores. Ao 

contrário, mutações de sentido trocado e pequenas deleções estavam sub-representadas 

nesse grupo (SCHWAAB et al., 1995). Um esquema mostrando a correlação entre o 

desenvolvimento de inibidores e o genótipo da hemofilia é mostrado na figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Esquema da correlação entre o desenvolvimento de inibidores e o genótipo da 
hemofilia. Em negrito são mostradas as taxas de aparecimento de inibidores em cada 
grupo (OLDENBURG et al., 2006. Modificado). 
 

Além dos fatores genéticos envolvendo diretamente o gene do FVIII, estudos mostram 

que alguns haplótipos de HLA têm predisposição para apresentação de peptídeos da 

molécula de FVIII e, conseqüentemente, para o desenvolvimento de inibidores (HAY et 

al., 1997; OLDENBURG et al., 2000). 

 

Entre os fatores de risco não genéticos, o mais controverso é o papel do tipo de produto 

usado no tratamento da hemofilia. Especificamente, são bastante debatidos os riscos 

relativos do FVIII recombinante ou derivado do plasma para induzir a formação dos 

anticorpos (DIMICHELE, 2002). Alguns estudos mostram que não existem associações 

entre o desenvolvimento de inibidores e o tipo de FVIII utilizado no tratamento, seja 

Grandes deleções 

Mutações sem sentido 

Inversão dos introns 1 ou 22 – 30-35% 

Pequenas deleções < 7.4% 

Mutações sem sentido – 4.3% 

Ausência de FVIII 
circulante 

FVIII com perda 
de função 
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recombinante ou derivado do plasma (HOYER, 1995). Existe a suspeita de que 

diferentes passos na purificação da proteína e a inativação viral possam causar 

modificações nas propriedades físico-químicas da molécula de FVIII aumentando a sua 

imunogenicidade. Reforçando essa hipótese, ocorreram alguns casos de 

desenvolvimento de inibidores em pacientes tratados com um determinado concentrado 

de FVIII que havia sido submetido a um novo processo de pasteurização na Alemanha, 

Holanda e Bélgica (PEERLINCK et al., 1993, 1997; ROSENDAAL et al., 1993). 

Curiosamente, esses inibidores eram específicos para o domínio C2, sugerindo uma 

modificação conformacional desse domínio durante o processo de pasteurização 

(SAWAMOTO et al., 1998; BARROW et al., 2001). Além desses fatores, parece que a 

ausência ou baixa concentração de FvW no manufaturamento do concentrado de FVIII 

pode permitir uma alteração conformacional da molécula e torná-la mais imunogênica. 

Essas observações foram feitas em estudos com camundongos nocaute para o gene de 

FVIII (BEHRMANN et al., 2002). 

 

Estudo recente verificou que pacientes negros portadores de HA têm duas vezes mais 

chance de desenvolver inibidores quando comparados aos indivíduos caucasianos 

(VIEL et al., 2009). Acredita-se que alguns haplótipos do gene de FVIII mais 

encontrados na população negra codifiquem uma proteína diferente da utilizada no 

tratamento de reposição protéica. Dessa forma, acredita-se que diferenças entre o FVIII 

infundido e o FVIII sintetizado pelo paciente possam contribuir para uma alta incidência 

de inibidores de FVIII em pacientes negros. 

 

Outras situações parecem influenciar o desenvolvimento de inibidores: os locais mais 

comuns de ocorrência de hemorragias, a coexistência de inflamação, a intensidade de 

reposição do fator e o estado nutricional do paciente (DIMICHELE, 2002). O risco de 

desenvolvimento de inibidores também aumenta com o início precoce de terapia com 

FVIII. 

 

Em raros casos, os inibidores do FVIII surgem como autoanticorpos em hemofilias não 

congênitas, mas adquiridas. Os autoanticorpos podem surgir espontaneamente em 

associação com várias doenças autoimunes e doenças crônicas inflamatórias, neoplasias 

hematológicas, tumores sólidos, uso de certas drogas, condições dermatológicas e pós-

parto. A maioria dos casos é caracterizada por hemorragias graves e pode surgir em 
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ambos os sexos (LACROIX-DESMAZES et al., 2002a), acometendo um indivíduo 

entre 1.000.000 de pessoas por ano (LAVIGNE-LISSALDE et al., 2005).  

 

1.6. IMUNOBIOLOGIA DOS INIBIDORES ANTI-FVIII 

 

Os inibidores do FVIII são anticorpos policlonais, principalmente da subclasse de 

imunoglobulinas IgG4 produzidos por linfócitos B estimulados por células T CD4+ 

específicas para o FVIII (REDING et al., 2003), caracterizando uma resposta do tipo 

Th2 (PUNNONEN et al., 1993). As causas que levam a essa prevalência de IgG4 ainda 

são desconhecidas. Gilles et al. (1993) purificaram aloanticorpos utilizando uma coluna 

de afinidade e observaram que os anticorpos anti-FVIII seguem um padrão fisiológico 

de subclasses de IgG. Entretanto, outros estudos demonstram a prevalência da subclasse 

IgG4 combinada com outras subclasses, principalmente IgG1 (SHAPIRO, 1967; 

FULCHER et al., 1987; ALGIMAN et al., 1992). Alguns isotipos como IgM e IgA 

também são observados em pacientes com hemofilia adquirida (KESSLER, 2000). 

 

Essa resposta imune ao FVIII é policlonal (GILLES et al., 1993). Tais anticorpos anti-

FVIII neutralizam a atividade procoagulante do FVIII no plasma através do bloqueio 

funcional da proteína. Embora o mecanismo de desenvolvimento dos inibidores seja 

incompletamente entendido, considera-se que a ocorrência desses reflita uma resposta 

imune alogênica à administração repetida da proteína exógena. 

 

1.7. MECANISMO DE AÇÃO DOS INIBIDORES 

 

Para compreender a ação dos inibidores de FVIII, são propostos muitos mecanismos 

pelos quais eles interferem com a atividade pró-coagulante da proteína: 

 

• Alguns anticorpos se ligam ao domínio A2 do FVIII, resultando em 

impedimento estérico do sítio de clivagem da trombina localizado entre os 

domínios A1 e A2 (FOSTER et al., 1988; LUBAHN et al., 1989).  

• Anticorpos direcionados contra o domínio C2 da cadeia leve inibem a ligação 

do FVIII aos fosfolipídios de membrana (ARAI et al., 1989; SHIMA et al., 

1993).  
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• Anticorpos direcionados contra os domínios A3 e/ou C2 da molécula podem 

impedir a estabilização da interação do FVIII com o FvW e interferir com sua 

ligação ao FIXa via cadeia leve (SAENKO et al., 1994; ZHONG et al., 1998).  

• Inibidores do FVIII podem se ligar aos epitopos formados pela associação do 

FVIII e FvW e impedir sua liberação quando clivado pela trombina (SAENKO 

et al., 1996; GILLES et al., 1999).  

 

Foi também relatado que alguns inibidores do FVIII inibem a atividade pró-coagulante 

desse fator por degradação proteolítica (LACROIX-DESMAZES et al., 2002, 2006).  

 

1.8. MAPEAMENTO DE EPITOPOS NA MOLÉCULA DE FVIII 

 

Os primeiros estudos de mapeamento de epitopos começaram há aproximadamente 25 

anos (FULCHER et al., 1985). Esses estudos mostraram que a maioria dos epitopos 

reconhecidos pelos inibidores está localizada na cadeia leve da molécula de FVIII, em 

um fragmento de 44 kDa correspondente ao domínio A2 e em um fragmento de 54 kDa 

correspondente ao domínio A1 (FULCHER et al., 1987). O mapeamento de epitopos da 

molécula de FVIII reconhecidos pelos anticorpos inibidores revelou que o padrão de 

reatividade do anticorpo é realmente policlonal, direcionado contra múltiplos locais 

situados no FVIII e único para cada inibidor do plasma investigado (DIMICHELE, 

2000). Além disso, os estudos mostraram que os inibidores reconhecem sítios de ligação 

restritos, predominantemente, nos domínios A2, A3 e C2 da molécula de FVIII. 

 

A maioria dos inibidores que reconhecem a cadeia leve do FVIII se liga ao domínio C2 

(SHIMA et al., 1993; SCANDELLA et al., 1995; HEALEY et al., 1998; JACQUEMIN 

et al., 1998), que possui dois sítios de reconhecimento de anticorpos bem 

caracterizados. Esses anticorpos impedem a ligação do FVIII ao FvW e aos 

fosfolipídios de membrana e, conseqüentemente, o complexo tenase não é formado 

(FIJNVANDRAAT et al., 2003). 

 

O domínio C2 (Figura 4) possui 21 resíduos de aminoácidos que são conhecidos sítios 

de deleções pontuais responsáveis pela inativação do FVIII (PRATT et al., 1999). Além 

de mutações pontuais, as mutações sem sentido no domínio C2 aumentam em quatro 

vezes a chance de desenvolvimento de inibidores (OLDENBURG et al., 2002). Tal fato 
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sugere que esse domínio em particular seja mais imunogênico que os demais, 

principalmente por possuir grandes alças expostas na superfície da molécula (PRATT et 

al., 1999; SCANDELLA et al., 2001). Entretanto, alguns trabalhos evidenciam a 

predominância de epitopos preferenciais nos outros domínios do FVIII (SCANDELLA 

et al., 2001; KOPECKY et al., 2006). 

 

Figura 4: Estrutura do domínio C2 do FVIII. (a) estrutura do domínio C2 quando o 
FVIII está solúvel no plasma. O domínio é composto de 19 folhas-β. (b) estrutura do 
domínio C2 ligado a fosfolipídeos de membrana. (PRATT et al., 1999). 
 
 
1.9. IMUNOGENÉTICA DA PRODUÇÃO DE INIBIDORES 

 

A resposta imune humoral requer células apresentadoras de antígeno nas quais 

peptídeos de antígenos específicos são apresentados na superfície de moléculas HLA 

classe II aos receptores de células T. Locus do HLA são altamente polimórficos. Por 

isto, a formação de anticorpos inibidores em pacientes portadores de HA poderia estar 

associada aos locos de HLA. No entanto, estudos indicam que a resposta imune desses 

pacientes é fracamente associada aos polimorfismos de antígenos de 

histocompatibilidade (NUNEZ-ROLDAN et al., 1979; MAYR et al., 1984; 

SIMONNEY et al., 1985; PAPASTERIADES et al., 1986; ALY et al., 1990; LIPPERT 

et al., 1990; HAY et al., 1997; OLDENBURG et al., 1997; TUDDENHAM & MCVEY, 

1998).  
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Na maioria dos estudos os dados foram inconclusivos e outros autores sustentam que é 

fraca a associação de genótipos HLA com produção de inibidores em pacientes com 

mutações idênticas no gene do FVIII (TUDDENHAM & MCVEY, 1998).  Tizzano et 

al. (2002) relataram que, embora o perfil de HLA classe II possa constituir um fator de 

risco fraco, seus estudos mostraram que a associação entre HLA e a formação de 

inibidores de FVIII é diferente entre grupos étnicos. Juntos, os estudos mostram que a 

associação entre HLA e a formação de inibidor do FVIII em pacientes HA difere entre 

grupos étnicos. Tais dados podem ser úteis no reconhecimento de grupos de alto risco 

para a possível formação de inibidores nas diferentes populações. 

 

Portanto, além das mutações dentro do gene do FVIII, os genes envolvidos na resposta 

imune são candidatos moleculares como determinantes imunogenéticos na 

predisposição para o desenvolvimento de inibidores. Tais genes candidatos seriam os 

das classes de HLA e de citocinas (OLDENBURG et al., 2002). Tizzano et al. (2002) 

sugerem que o estudo de fatores genéticos relacionados à resposta imune, 

subpopulações de linfócitos (Th1 e Th2) e a caracterização de suas citocinas são linhas 

de pesquisa relevantes nos pacientes que produzem esses anticorpos anti-FVIII. 

 

Citocinas pertencem a uma grande família de pequenas proteínas secretadas 

principalmente por leucócitos e apresentam um papel essencial na mediação da função 

imune. Muitas citocinas têm fontes e alvos celulares múltiplos, assim como agem 

muitos indutores e inibidores naturais.  Essas características, além das funções 

particulares das citocinas (modo de ação autócrino e parácrino, atividades sobrepostas, 

ação pleiotrópica, funcionando como uma rede reguladora complexa e regulação 

recíproca dos grupos Th1 e Th2) fundamentam o provável papel das citocinas em 

doenças decorrentes da ação do sistema imune.  

 

O uso da citometria de fluxo para análise de marcadores de superfície celular 

específicos de células T (CD3 e CD4), juntamente com a produção de citocinas 

intracelulares, foi utilizada para identificar a freqüência e a cinética de diferentes 

populações de células T CD4+ específicas para o FVIII em modelo animal 

(camundongos hemofílicos E-17) após tratamento com FVIII humano. Células T CD4+ 

específicas para o FVIII, secretoras de INF-γ e IL-2, têm sido identificadas, 

caracterizando uma forte resposta Th1 em camundongos (REIPERT et al., 2001). 
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Células T CD4+ FVIII-específicas, positivas para IL-10, também estão presentes. As 

células T secretoras de INF-γ foram os tipos mais proeminentes, sugerindo que células 

T tipo Th1 têm um papel importante na regulação da resposta imune em camundongos 

hemofílicos E-17. As células T produtoras de IL-10 foram o segundo tipo mais 

dominante. Elas foram detectadas após duas doses de FVIII e o aumento na freqüência 

dessas células ocorreu após a quarta dose. Estudos de co-expressão mostraram que 

devem ocorrer dois tipos de células T positivas para IL-10: aquelas que produzem 

somente IL-10 e outras que produzem INF-γ e IL-10. Além disto, células T produzindo 

IL-2 foram encontradas em todos os experimentos após duas doses de FVIII. Em 

poucos experimentos foram vistas células T produtoras de IL-4 (SASGARY et al., 

2002). 

 

1.10. POLIMORFISMOS NOS GENES DE CITOCINAS 

 

O perfil de produção de citocinas tem uma predisposição genética, a qual pode 

contribuir com as diferenças interindividuais na resposta imune (AWAD et al., 2001; 

BATHGATE et al., 2000; AZIZ et al., 2000). Estudos mostraram que polimorfismos na 

região regulatória e intrônica de várias citocinas estão associados com a produção 

diferencial de citocinas (WILSON et al., 1992; TURNER et al., 1997; FISHMAN et al., 

1998; PRAVICA et al., 1999) e que certos polimorfismos estão associados a doenças 

(BIDWELL et al., 1999). Polimorfismos na região promotora podem influenciar a 

ligação de fatores de transcrição, aumentando ou diminuindo a produção de mRNA e, 

então, regulando a produção da citocina. Muitos polimorfismos nas regiões reguladoras 

de genes de citocinas foram identificados e correlacionados com a produção destas 

(HUTCHINSON et al., 1998a, 1998b, 1999; SANKARAN et al., 1999).  

 

Algumas citocinas possuem múltiplos polimorfismos, embora nem todos estejam 

associados com alterações reais na sua produção. Investigações prévias têm 

demonstrado a associação entre polimorfismos genéticos de citocinas e a patogênese de 

diversas doenças, incluindo infecção (NADEL et al., 1996; LIU et al., 1999), alergias 

(HOBBS et al., 1998; MOFFATT et al., 1997) e doenças autoimunes (LAZARUS et al., 

1997; ROOD et al. 2000; ESKDALE et al., 1997; FISHMAN et al., 1998). 
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A produção diferencial na síntese de citocinas pode estar ligada a polimorfismos de 

nucleotídeos únicos (SNPs) nas seqüências promotoras e sinalizadoras e nos introns dos 

genes. Polimorfismos em um número razoável de genes de citocinas humanas foram 

correlacionados a diferentes níveis de produção da proteína (AWADD, et al. 2001; 

TURNER et al., 1997), rejeição de transplantes (TURNER, 1997), fibrose (AWADD, et 

al. 2001) e autoimunidade (LAZARUS et al., 1997). Microsatélites são usados como 

marcadores e repetições de dinucleotídeos polimórficas ocorrem dentro de genes de 

muitas citocinas humanas.  

 

Interleucina-10 (IL-10) é uma importante citocina pleiotrópica com funções anti-

inflamatória e estimulatória de linfócitos B. A expressão de  IL-10 é altamente 

controlada.  A região promotora do gene dessa citocina (Gen Bank U16720) apresenta 

diferentes polimorfismos (IL-10 -1082 G/A, -819 T/C, -592 A/C) associados com baixa 

ou alta produção da citocina. A produção de IL-10 está associada a 3  haplótipos: 

(GCC/ATA/ ACC). Especificamente, o alelo -1082G está associado à maior produção 

de IL-10, enquanto o alelo -1082A está associado com baixos níveis de IL-10. Então, o 

haplótipo GCC/GCC está associado com maior produção de IL-10, enquanto GCC/ATA 

e GCC/ACC estão associados com produção intermediária e ATA/ATA, ATA/ACC, e 

ACC/ACC com baixa produção (JULIE et al., 2005). Astermark et al. (2006a) 

identificaram correlação positiva de um microssatélite CA na região promotora do gene 

da IL-10 (alelo 134) com o aumento da produção de inibidores anti-FVIII em pacientes 

com HA grave. Mais recentemente, o polimorfismo TNF-α (-308) genótipo A/A foi 

associado ao grupo de pacientes que desenvolvem inibidores anti-FVIII com hemofilia 

grave e com mutação de inversão no gene do FVIII (ASTERMARK et al., 2006b). 

 

1.11. TRATAMENTO NA PRESENÇA DE INIBIDORES ANTI-FVIII 

 

Constitui um desafio terapêutico tratar pacientes hemofílicos que apresentam inibidores 

em episódios de hemorragia. Algumas alternativas terapêuticas foram desenvolvidas 

para diminuir as complicações que surgem da presença desses inibidores. O uso de 

concentrado de complexo protrombínico (PCCs) ou concentrado de complexos 

protrombínicos ativados (APCCs) podem estimular a formação de um coágulo e parar a 

hemorragia e superar o requerimento de FVIII. No entanto, esse tipo de terapia 

apresenta limitações, pois freqüentemente pode causar excesso de coagulação. Além 
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disso, esses produtos contêm pequenas quantidades de FVIII e maiores quantidades de 

FIX, podendo também estimular nova produção de anticorpos tanto para o FVIII quanto 

para o FIX. Finalmente, esses concentrados podem constituir riscos de contaminação 

viral para o paciente. Alternativamente, a administração de FVII ativado humano 

recombinante é outra opção na terapia para pacientes com inibidor. Esse produto tem 

ação curta e múltiplas doses (a cada 2-4 horas) são necessárias para parar a hemorragia.  

 

Alguns tratamentos têm como objetivo induzir a tolerância imune com infusões 

regulares do FVIII por um período de semanas a anos com ou sem imunossupressão 

farmacológica, mas consome tempo e é de alto custo (DIMICHELE, 2000). A redução 

da concentração de inibidores por plasmaférese tem sido uma tentativa prévia à 

administração de FVIII na fase aguda da doença (BRAUN E BOSCH, 2000), mas esse 

método não tem recebido aprovação geral devido às limitações na quantidade de plasma 

que pode ser filtrado sem a perda de proteínas essenciais.  

 

1.12. PERSPECTIVAS TERAPÊUTICAS NA PRESENÇA DE INIBIDORES 

 

Embora haja muitas opções terapêuticas e esses tratamentos tenham realmente 

melhorado o manejo médico dessa doença, não foi ainda atingido o objetivo principal 

para a terapia: a neutralização específica da resposta imune ao FVIII. Portanto, mostra-

se crucial a criação de uma solução terapêutica que inative ou extraia do plasma apenas 

os inibidores do FVIII. Para tal, várias propostas estão sendo feitas: 

 

• Tratamento dos hemofílicos com moléculas de FVIII menos imunogênicas. 

Nesse sentido estão sendo realizados tratamentos com moléculas de FVIII 

porcinas (MORRISON et al., 1993). Alguns grupos de pesquisa desenvolveram 

moléculas híbridas humana/porcina de FVIII (LOLLAR, 1997) e estudos já 

demonstraram, in vitro, que a proteína híbrida é pouco reconhecida pelo sistema 

imune humano (BARROW et al., 2000). Adicionalmente, acredita-se que o uso 

de proteínas menos imunogênicas, modificadas por engenharia genética, pode 

representar um avanço considerável na prevenção dos inibidores de FVIII (VIEL 

et al., 2009).  
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• Reduzir o título de inibidores do FVIII bloqueando-os com peptídeos que 

mimetizem os epitopos da molécula original, considerando-se que os peptídeos 

não seriam reconhecidos pelo sistema imune devido ao seu tamanho reduzido 

(VILLARD et al., 2002; 2003). 

• Agir diretamente na resposta imune, suprimindo células B anti-FVIII, o que 

poderia ser alcançado depletando essas células do sistema imune através de 

anticorpos anti-idiotípicos. 

 

Experiências baseadas no bloqueio da atividade deletéria dos anticorpos por peptídeos 

de baixo peso molecular têm como objetivo restaurar a atividade procoagulante normal 

do FVIII por impedir a sua ligação aos anticorpos (VILLARD et al., 2002). Esses 

peptídeos foram construídos para mimetizar os epitopos dos anticorpos anti-FVIII, mas 

não possuem uma homologia de seqüência com o FVIII (GEYSEN et al., 1986).  

 

Nesses testes foram identificados, por phage display, peptídeos mimotopos do domínio 

C2 que seriam capazes de neutralizar o anticorpo murino anti-FVIII ESH8 

(SCANDELLA et al., 1995). Tais peptídeos vêm sendo utilizados em ensaios in vitro e 

in vivo e parecem ser potentes armas no bloqueio de inibidores do FVIII. Porém, essas 

cadeias polipeptídicas não são estáveis no plasma e sofrem ações de proteases. A 

estabilidade requerida pode ser alcançada incluindo ligações dissulfeto na cadeia, 

acetilação da região N-terminal e amidação da região C-terminal (TAMAMURA et al., 

2001).  

 

Além disso, testes utilizando peptídeos obtidos através da seqüência linear do FVIII têm 

sido realizados para se detectar a capacidade de neutralização de inibidores (PALMER 

et al., 1997, NOGAMI et al., 1999). Adicionalmente, os próprios inibidores têm sido 

ferramentas importantes para se determinar possíveis epitopos na superfície do FVIII 

(DI GIAMBATTISTA et al., 2001).  

 

Outros grupos de pesquisa têm tentado retirar esses anticorpos do plasma por 

purificação em colunas de afinidade. Porém, os testes realizados não utilizam peptídeos 

correlatos ao FVIII, mas sim moléculas que possuem afinidade pelos inibidores: 

proteína A e anticorpos anti-IgG humana (KNOBL et al., 1999), proteínas pró-

coagulantes e proteína C3 do complemento (BOISSON-VIDAL et al., 2002), grupos 
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sulfonato e L-tirosil metilester (HUGUET et al., 2004). Nesse contexto, a completa 

eliminação dos anticorpos inibidores não foi obtida e, em alguns casos, proteínas 

plasmáticas e imunoglobulinas essenciais foram removidas do plasma. Em 

contrapartida, pode-se esperar um papel significativo de peptídeos mimotopos do FVIII 

na redução dos títulos de anticorpos dos pacientes se aplicados na depuração dos 

inibidores através de plasmaférese, caracterizando uma eliminação específica e com 

conseqüências negativas menores ou até ausentes. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 
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2.1. OBJETIVO GERAL 

     

Realizar estudos dos vários aspectos imunogenéticos associados à resposta imune de 

pacientes hemofílicos decorrentes do tratamento com fator VIII. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Avaliar a capacidade de depuração de anticorpos anti-FVIII por peptídeos que 

mimetizam epitopos da molécula de FVIII. 

2. Investigar a presença de polimorfismos nas regiões intragênicas e promotoras dos 

genes das citocinas. 

3. Verificar se há associação entre os haplótipos genéticos de citocinas e o risco de 

desenvolvimento de inibidores anti-FVIII. 

4. Analisar as citocinas intracitoplasmáticas em leucócitos de sangue total de 

hemofílicos com e sem inibidor de FVIII.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Aprovação da metodologia adotada 

 

A pesquisa “Avaliações imunogenéticas do desenvolvimento de anticorpos inibidores 

do fator VIII  na Hemofilia A: polimorfismos e expressão de citocinas e biotecnologia 

de peptídeos sintéticos” norteou a metodologia adotada neste trabalho. O referido 

projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação 

HEMOMINAS (Registro no 146). 

 
3.2. Equipamentos utilizados 

 

• Agitador magnético Marconi MA085; 

• Autoclave Prismatec CS (Vertical); 

• Balanças analíticas ANB, modelos FX-40 e AE-200; 

• Banho Maria Fanem; 

• Bomba de vácuo KNF Neuberger UN726.3 FTP; 

• Centrífuga Hermle Z 323K; 

• Citômetro de fluxo FACSCaliburTM (BD Biosciences); 

• Coagulômetro Option 8 – Biomérieux; 

• Concentrador de amostras a vácuo Univapo 100H – Uniequip; 

• Coluna de cromatografia µRPC C18 (Amersham Pharmacia Biosciences); 

• Destilador Millipore – Milli-Ro Plus 90; 

• Espectrofotômetro Shimadzu UV-160; 

• Espectrômetro de massa Q-TOF microTM (Micromass, Manchester, UK); 

• HPLC – Shimadzu – CR4A Chromatopac; 

• Leitor de ELISA Reader 230S Organon Teknika; 

• pHmetro Tecnopon PA200; 

• Pipetas automáticas Pipetman-Gilson;  

• Sintetizador automático Abimed AMS 422; 

• Vortex Vertex QL-901; 
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3.3. Bloqueio e purificação de anticorpos anti-FVIII por peptídeos sintéticos: 

 

3.3.1. Descrição das amostras: 

 

Amostras de 5,0mL de sangue periférico de 13 pacientes que recebem atendimento na 

Fundação Hemominas foram coletadas em tubos vacutainer contendo citrato de sódio 

(BD, Franklin Lakes, NJ, USA). O sangue coletado foi centrifugado a 3.000rpm por 15 

minutos e o plasma pobre em plaquetas foi congelado a -20oC. 

 

Todos os indivíduos apresentavam histórico de desenvolvimento de inibidores. Um 

paciente participou de duas coletas em momentos distintos. A idade média dos pacientes 

foi de 17,6 anos (5-45 anos). Sete pacientes foram diagnosticados com hemofilia A 

grave, cinco com a forma moderada e um com a forma branda da doença. 

 

3.3.2. Quantificação dos inibidores: 

 

Para quantificar os inibidores do FVIII foi realizado o método de Bethesda 

(VERBRUGGEN et al., 1995). Antes de proceder ao teste de Bethesda construiu-se 

uma curva-padrão de referência da atividade de FVIII em pool de plasmas de indivíduos 

não hemofílicos, com concentrações normais de FVIII plasmático. Para isto seguiu-se o 

seguinte protocolo: 

 
1- Foi feita uma diluição de 1:2 do pool de plasmas normais utilizando tampão 

imidazol 0,05M, NaCl 0,1M, pH 7,4 em tubos plásticos, perfazendo um volume 

de 400µL. Os tubos foram homogeneizados e seguiu-se uma diluição seriada em 

tampão imidazol até 1:64; 

2- Foram adicionados 200µL de pool de plasmas normais em todos os tubos; 

3- Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C por 2 horas e 

homogeneizados a cada 20 minutos; 

4- Após 2 horas de incubação, os tubos foram colocados em banho de gelo; 

5- Dosou-se o FVIII dos tubos conforme o esquema: 

• Escolheu-se aleatoriamente uma das diluições feitas anteriormente e essa foi 

diluída em tampão imidazol 0,05M, NaCl 0,1M, pH 7,4 na proporção de 1:10; 
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• 100µL dessa nova solução foram transferidos para as canaletas do 

coagulômetro; 

• Foram adicionados em cada canaleta, 100µL de cefalina (Biopool 

International, Ventura, CA, USA) e 100µL de substrato deficiente em FVIII (Biopool 

International, Ventura, CA, USA); 

• Pequenas esferas de metal foram colocadas no interior das canaletas das 

misturas e essas incubadas por 4 minutos a 37ºC; 

• Foram adicionados 100µL de cloreto de cálcio 2,5mM  

• Com a formação do coágulo sobre a esfera o equipamento registra o tempo de 

coagulação em segundos; 

• Utilizando o tempo de coagulação das diluições do pool de plasmas normais, 

construiu-se a curva padrão de atividade de FVIII.  

 

O teste de Bethesda foi realizado com o seguinte protocolo: 

 
1- Foi feita uma diluição 1:2 dos plasmas coletados utilizando tampão imidazol em 

tubos plásticos, perfazendo um volume de 400µL. Os tubos foram 

homogeneizados e seguiu-se uma diluição seriada em tampão imidazol até 1:64; 

2- Foi feita uma solução controle: 200µL de tampão imidazol e 200µL de pool de 

plasmas normais; 

3- Foram adicionados 200µL de pool de plasmas normais em todos os tubos; 

4- Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C por 2 horas e 

homogeneizados a cada 20 minutos; 

5- Após 2 horas de incubação, os tubos foram colocados em banho de gelo; 

6- Dosou-se o FVIII dos tubos, inclusive da solução controle, conforme o esquema: 

•  Escolheu-se aleatoriamente uma das diluições do plasma do paciente feita 

anteriormente e essa foi diluída em tampão imidazol na proporção de 1:10; 

•  100µL dessa nova solução foram transferidos para as canaletas do 

coagulômetro; 

•  Foram adicionados em cada canaleta, 100µL de cefalina (Biopool 

International, Ventura, CA, USA) e 100µL de substrato deficiente em fator VIII 

(Biopool International, Ventura, CA, USA); 

•  Pequenas esferas de metal foram colocadas no interior das canaletas das 

misturas e essas incubadas por 4 minutos a 37ºC; 
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•  Foram adicionados 100µL de cloreto de cálcio 2,5mM; 

• Foi medido o tempo de coagulação; 

• Determinou-se a porcentagem de FVIII residual das amostras utilizando-se a 

curva padrão da atividade de FVIII; 

7- Calculou-se a atividade do FVIII residual (FVIIIres) da seguinte forma: 

 
8- O resultado obtido foi transformado utilizando a tabela de conversão de 

atividade do FVIII residual para Unidades de Bethesda; 

 

Tabela 1. Conversão de atividade do FVIII residual a Unidades de Bethesda/mL. 

 
Atividade de FVIII (%) UB/mL 

 75 0,4 
70 0,5 
65 0,6 
61 0,7 
57 0,8 
53 0,9 
50 1,0 
46 1,1 
43 1,2 
40 1,3 
38 1,4 
35 1,5 
33 1,6 

 
 

9-  Se a atividade do FVIII residual na diluição utilizada foi menor que 33%, 

diluições maiores do plasma foram feitas e o teste de Bethesda nessas amostras 

foi repetido. Por outro lado, se a atividade foi maior que 75%, diluições menores 

do plasma foram feitas e testadas; 

 

10-  Os títulos em UB referentes a cada diluição foram então multiplicados pelo 

fator de diluição do plasma utilizado para o teste. Dessa forma, obtive-se a 

titulação real de inibidores do indivíduo selecionado; 
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3.3.3. Predição de epitopos e desenho de peptídeos: 

 

Possíveis epitopos no domínio C2 do FVIII foram definidos usando a ferramenta 

computacional PEPOP (MOREAU et al., 2008) que identifica segmentos expostos na 

estrutura tridimensional da proteína e os agrupa em epitopos descontínuos. A partir da 

estrutura tridimensional do FVIII, a acessibilidade de solvente à superfície da proteína 

foi calculada usando o programa DSSP (KABSCH & SANDER, 1983). Segmentos 

compostos por aminoácidos acessíveis e contíguos foram selecionados sendo que um 

segmento pode ser constituído por um único aminoácido. Cada segmento foi 

aproximado a um segmento geométrico representado por três pontos: o Cα dos resíduos 

das porções N-terminal e C-terminal do segmento. O ponto médio foi selecionado entre 

os dois pontos referidos. Dessa forma, cada segmento foi representado por coordenadas 

3D (X, Y, Z). Uma matriz contendo as menores distâncias entre os segmentos foi 

definida e usada para agrupar os segmentos. Esse agrupamento foi realizado utilizando 

o Kitsch (Phylogeny Inference Package [PHYLIP] 3.6) (FELSENSTEIN, 1989). As 

coordenadas atômicas do domínio C2 do FVIII humano, como definido por 

cristalografia de raios X (PRATT et al., 1999), foram utilizadas (PDB entry: 1D7P). 

Peptídeos sintéticos foram desenhados após inspeção visual dos segmentos. O segmento 

21 (2275FQNGKVKV2282; agrupamento 1) se destaca no centro do domínio, 

formando uma volta, com as porções N- e C-terminal distantes uma da outra (>15 Å); o 

peptídeo cíclico 91 AcCLFFQNGKVKVCAAC(Acm) foi desenhado para mimetizar 

esse epitopo. O segmento 24 (2290FTPVV2294; agrupamento 1) corresponde a uma 

folha-β e ao início de uma volta; outro curto segmento exposto (segmento 23, 

2287QD2288) é espacialmente próximo ao segmento 24; o peptídeo cíclico 92 

AcCQGNQDSFTPVVCAAC(Acm) compreende os dois segmentos. O segmento 16 

(2249KSLLT2253; agrupamento 1) corresponde a uma volta de uma estrutura hairpin 

bem exposta; o peptídeo sintético 93 AcCGVKSLLTSMYCAAC(Acm) consiste essa 

volta acrescida de resíduos flanqueadores e duas cisteínas que funcionam como 

sustentação da estrutura de hairpin. O segmento 3 (2181ESKA2184; agrupamento 2) se 

assemelha ao segmento 21, mas com menor exposição ao solvente; o peptídeo linear 94 

AcPLGMESKAISDAQITAAAC(Acm) foi desenhado para mimetizar esse epitopo. O 

segmento 10 (2211HLQGR2215; agrupamento 2) corresponde a uma extensa superfície 

exposta que foi mimetizada pelo peptídeo cíclico 95 

AcCSKARLHLQGRSNACAAC(Acm). O segmento 7 (2195YFTNMF2200; 
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agrupamento 3) faz parte de uma folha-β e de uma volta; o peptídeo cíclico 96 

AcCYFTNMFATWCAAC(Acm) foi desenhado para reproduzir esse segmento. O 

segmento 12 (2222QVNNPK2227; agrupamento 3) corresponde a uma grande 

superfície de um loop próximo ao segmento 13, o resíduo de triptofano 2229; o peptídeo 

cíclico 97 AcCRPQVNNPKEWSCAAC(Acm) incorporou os segmentos 12 e 13. O 

segmento 20 (2269HQWTL2273; agrupamento 4) corresponde a uma folha-β e o início 

de uma volta; O peptídeo 98 AcCSSSQDGHQWTLCAAC(Acm) também incorporou o 

segmento 19 (2266QD2267), o qual é parte do final da volta. O segmento 26 

(2298DPPLL2302; agrupamento 4) se sobressai na superfície do domínio C2 com suas 

porções N- e C-terminal em posições opostas; o peptídeo linear 

AcVNSLDPPLLTRYAAC(Acm) foi desenhado para mimetizar essa parte da proteína. 

O peptídeo 98 possui um epitopo conhecido formado pela seqüência de aminoácidos 

DGHQ que é reconhecida pelo anticorpo murino monoclonal ESH8 (SCANDELLA et 

al., 1995; VILLARD et al., 2002). Finalmente, os segmentos 1 (2171LNS2173) e 2 

(2176MPL2178) no final da porção N-terminal do domínio C2; o peptídeo 90 

LNSSSMPLGMESKAISAAC(Acm), com uma cisteína substituída por uma serina, foi 

preparado para mimetizar essas porções (Figura 5). Foi incluído no estudo um peptídeo 

previamente definido correspondente a um epitopo na região acídica a1 do FVIII 

(peptídeo 89; AcLTDSEMDVVRFDAAC) (RAUT et al., 2003). A seqüência dos 

peptídeos utilizados está apresentada na tabela 2. 
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Figura 5: Segmentos expostos e agrupamentos na superfície do domínio C2 do FVIII. 
As coordenadas atômicas do domínio C2 (PRATT et al., 1999) foram usadas como 
entrada para o programa computacional PEPOP para identificar segmentos expostos e 
agrupamentos como possíveis epitopos antigênicos. (A) Os 33 segmentos expostos 
agrupados. Vermelho, agrupamento 1; azul, agrupamento 2; verde, agrupamento 3; 
vermelho, agrupamento 4. (B) Os segmentos selecionados para o desenho dos 
peptídeos. Azul escuro, segmentos 1 e 2; verde, segmento 3; azul claro, segmento 7; 
amarelo, segmento 10; marrom, segmentos 12 e 13; vermelho, segmento 16; roxo, 
segmentos 19 e 20; violeta, segmento 21, laranja, segmentos 23 e 24; verde escuro, 
segmento 26. 

 

Tabela 2: Seqüência dos peptídeos definidos como epitopos do FVIII. 

Peptídeo Seqüência* Origem Massa (Da) 
89 LTDSEMDVVRFDAAC Região acídica a1 1.741,9 
90 LNSSSMPLGMESKAISAAC C2, segmento 1 + 2 1.965,8 
91 CLFFQNGKVKCAAC C2, segmento 21 1.738,8 
92 CQGNQDSFTPVVCAAC C2, segmento 24 + 23 1.751,6 
93 CGVKSLLTSMYCAAC C2, segmento 16 1.658,7 
95 CSKARLHLQGRSNACAAC C2, segmento 10 1.995,9 
96 CYFTNMFATWCAAC C2, segmento 7 1.738,6 
97 CRPQVNNPKEWSCAAC C2, segmento 12 + 13 1.914,8 
98 CSSSQDGHQWTLCAAC C2, segmento 20 1.805,6 
99 VNSLDPPLLTRYAAC C2, segmento 26 1.743,8 

 *Peptídeos foram acetilados na porção N-terminal (exceto peptídeos 89 e 90) e 
receberam grupamento amina na porção C-terminal. A sulfidrila da cisteína C-terminal 
foi bloqueada pelo grupamento acetamidometil. Peptídeos 91, 92, 93, 95, 96, 97 e 98 
foram oxidados para formação de ligações dissulfeto entre suas cisteínas internas. 
 

3.3.4. Síntese de peptídeos solúveis: 

 

Os peptídeos definidos foram sintetizados em sintetizador automático Abimed AMS422 

(Abimed Analysen, Langenfeld, Germany) pela técnica Fmoc (GAUSEPOHL et al., 

1992) de acordo com protocolos previamente definidos (LAUNE et al., 2002). Todos os 
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peptídeos receberam uma cisteína modificada (Acm-Cys) em sua porção C-terminal 

para posterior desbloqueio e acoplamento em suporte sólido via formação de ligação 

dissulfeto. O esquema geral da estratégia de síntese Fmoc é mostrado na figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Esquema de síntese de peptídeos pela estratégia Fmoc 
(http://www.anaspec.com/html/peptide_notes.html - Modificado) 
 

Quando necessário, duas cisteínas modificadas (S-Trityl Cys) foram incorporadas na 

seqüência para permitir a formação de uma ligação dissulfeto e conseqüente ciclização 

do peptídeo. Após a síntese, os peptídeos foram desprotegidos, retirados da resina com 

tratamento de ácido trifluoroacético (TFA) como descrito anteriormente (LAUNE et al., 

2002). Todos os peptídeos receberam dois resíduos de alanina antes da cisteína C-

terminal. Peptídeos cíclicos foram oxidados na presença de 15% de dimetil sulfóxido 

(DMSO) em tampão acetato de amônia 0,1M, pH 7,5 por 48 horas (TAM et al., 1991). 

Os peptídeos foram purificados em sistema HPLC em coluna semi-preparativa C-18 e 

sua pureza foi mensurada em purificação em coluna de fase reversa C-18 analítica e 

espectrometria de massa. Todos os peptídeos apresentaram pureza maior que 80%. 
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3.3.5. Titulação das amostras de plasma: 

 

Placas de 96 poços (Nunc-Immuno Maxisorp; Nunc A/S, Roskilde, Denmark) foram 

sensibilizadas com 100 µL de FVIII derivado de plasma humano diluído em PBS 1X a 1 

UI/mL (Hemofil M – Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, IL, USA) por 12 horas 

a 4oC. As placas foram lavadas e bloqueadas por 1 hora a 37oC com PBS 1X 

suplementado com 1% de BSA. As amostras de plasma diluídas em PBS 1X BSA 0,1% 

foram incubadas por 2 horas a 37oC. A ligação dos anticorpos ao FVIII imobilizado foi 

revelada pela adição do anticorpo anti-IgG humana conjugado com peroxidase diluído 

1:1.000 por 1 hora a 37oC. A absorvância resultante foi mensurada a 492nm após adição 

de 50µL de H2SO4 4N. 

 

3.3.6. Purificação de anticorpos: 

 

IgGs das amostras de plasma dos pacientes foram purificadas usando coluna de proteína 

A (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram diluídas em PBS 1X e 

incubadas com a resina por 2 horas a 4oC. Os anticorpos retidos na resina foram eluídos 

utilizando tampão glicina 0,1M pH 2,8. Após purificação, os concentrados de IgG 

passaram por processo de diálise contra PBS 1X pH 7,4. 

 

3.3.7. Remoção de grupamento Acm e ligação do peptídeo à resina Thiopropyl-

Sepharose 6B: 

 

Os peptídeos 89, 92 e 99 foram submetidos à remoção do grupamento acetamidometil 

(Acm) utilizando AgOTf. Os peptídeos e o AgOTf em excesso (40 molar) foram 

dissolvidos em 1,5mL de TFA na presença de 30µL de anisole e incubados a 4oC por 90 

minutos. Após o período de incubação os peptídeos foram precipitados com 10mL de 

éter gelado, centrifugados e o precipitado foi lavado 3 vezes. A quantidade de peptídeos 

desprotegidos foi mensurada utilizando reagente de Ellman. Para acoplamento na resina, 

o pH da solução contendo o peptídeo foi ajustado para 6,5. Adicionalmente foi 

acrescentado EDTA em concentração final de 1mM e soluções contendo 5µmol de cada 

peptídeo foram incubadas por 12 horas com a resina Thiopropyl Sepharose 6B (GE 

Healthcare, Piscataway, NJ, USA) a 4oC. A eficiência de ligação dos peptídeos foi 
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mensurada pela quantificação do anel de 2-thiopyridone (leitura de absorvância a 

343nm) livre na solução após sedimentação da resina. O esquema de ligação dos 

peptídeos à resina é mostrado na figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Esquema de ligação de biomoléculas via ligação dissulfeto à resina 
Thiopropyl Sepharose 6B. 
 

3.3.8. Purificação de anticorpos anti-FVIII: 

 

IgGs anti-FVIII previamente purificadas das amostras de plasma dos pacientes foram 

purificadas utilizando os peptídeos imobilizados em uma matriz sólida (Sepharose). 

Concentrados de IgGs foram diluídos 10 vezes em PBS 1X pH 7,4 e incubados sob 

agitação constante com a resina Thiopropyl Sepharose 6B contendo peptídeos acoplados 

(peptídeos em excesso – 20X) por 90 minutos à temperatura ambiente. A incubação foi 

seguida de centrifugação a 4.000rpm por 5 minutos e recuperação do sobrenadante. A 

resina foi lavada duas vezes com PBS 1X pH 7,4 e duas vezes com tampão glicina 0,1M 

pH 3,5. Os processos de lavagem foram seguidos de centrifugação e recuperação do 

sobrenadante, os quais foram armazenados separadamente. A concentração de IgGs não 

retidas na coluna foi mensurada utilizando absorvância a 280nm. As amostras foram 

analisadas em ELISA direto para verificar a remoção de anticorpos anti-FVIII nas 

mesmas condições utilizadas nos testes de titulação. 

 

3.4. Polimorfismos em genes de citocinas 

 

3.4.1. Descrição das amostras: 

 

Amostras de 5,0mL de sangue periférico de 60 pacientes que recebem atendimento na 

Fundação Hemominas foram coletadas em tubos vacutainer contendo EDTA (BD, 
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Franklin Lakes, NJ, USA). O sangue coletado foi centrifugado a 3.000rpm por 15 

minutos e o concentrado de leucócitos foi separado e congelado a -20oC. 

 

Metade dos pacientes possuía histórico de desenvolvimento de inibidores de FVIII. A 

idade média dos pacientes foi de 23,2 anos (6-58 anos). A maioria dos indivíduos (28) é 

classificada como de alta resposta ao FVIII. 

 

3.4.2. Extração e quantificação de DNA: 

 

O DNA genômico das amostras coletadas em EDTA foram extraídos de acordo com o 

protocolo abaixo: 

 

- 300µL de concentrado de leucócitos foram incubados com 500µL de solução de lise 

celular (10mM Tris-HCl, 11% sacarose, 5mM MgCl2, 1% Triton X-100, pH 8,0). 

- O tubo foi agitado vigorosamente e incubado à temperatura ambiente por 2 minutos. 

- O tubo foi centrifugado por 5 minutos a 3.000rpm. 

- O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 300µL de solução de 

lise celular. 

- O tubo foi agitado vigorosamente. 

- O tubo foi centrifugado por 5 minutos a 3.000rpm. 

- O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 300µL de solução de 

lise nuclear (10mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 10mM citrato de sódio, 1% SDS, pH 8,0). 

- Foram acrescentados 5µL de proteinase K (10mg/mL) e o tubo foi incubado por 4 

horas a 56oC. 

- Foram adicionados 100µL de NaCl (6 M) e 500µL de clorofórmio. 

- O tubo foi centrifugado por 5 minutos a 3.000rpm. 

- A fase aquosa formada foi transferida para tubo contendo 600µL de etanol absoluto, 

para precipitação do DNA. 

- O DNA foi transferido para tubo contendo 50µL de H2O. 

- Foi realizada quantificação do DNA em espectrofotômetro a 260nm. 

- A concentração do DNA foi ajustada para 50ng/µL e o material foi armazenado em 

freezer a -20oC. 
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3.4.3. Amplificação e análise dos polimorfismos em genes de citocinas: 

 

A genotipagem de polimorfismos em genes de citocinas seguiu os protocolos de reações 

de PCR descritos previamente (MYHR et al., 2002; FREIDIN et al., 2003; JOHNSON 

et al.,2004; WU et al., 2005). Para todas as reações realizadas o mix foi constituído por: 

2,5pmol de cada primer, 2,0mmol de cada dNTP, 1,2µl de tampão de reação 10X, 

1,5mM de MgCl2, 0,5U de Taq DNA-polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 

100–200ng de DNA genômico. Os fragmentos obtidos a partir das reações foram 

visualizados em gel de agarose 2% corados com brometo de etídeo expostos à luz 

ultravioleta. As condições das reações são descritas na tabela 3. 
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3.4.4. Análises estatísticas: 

 

Teste qui-quadrado foi utilizado para avaliar a associação entre os haplótipos definidos 

e a presença ou ausência de inibidores no histórico clínico dos pacientes. Todos os 

valores p menores que 0,05 foram considerados significativos. 

 

3.5. Imunofenotipagem de leucócitos e produção diferencial de citocinas 

 

3.5.1. Descrição das amostras: 

 

Foram coletadas amostras de 10mL de sangue periférico em tubos contendo heparina 

sódica (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) de 55 pacientes portadores de hemofilia A (25 

com histórico de desenvolvimento de inibidores) atendidos na Fundação Hemominas. 

Foram também coletadas amostras de 30 indivíduos sadios do sexo masculino. A idade 

média foi de 23,3 anos (2-59 anos) para os pacientes sem inibidor, 23,3 anos (1-57 

anos) para os pacientes com inibidor e 24,8 anos (18-65 anos) para os indivíduos sadios. 

 

3.5.2. Cultura de sangue total in vitro de curta duração: 

 

Amostras de sangue periférico foram utilizadas em culturas de curta duração e 

classificadas como “controle” e “estimuladas”. As culturas-controle foram realizadas 

em tubos de polipropileno de 14mL (BD, Franklin Lakes, NJ, USA), utilizando 

alíquotas de 1,25mL de sangue total incubadas na presença de 1,22mL de RPMI-1640 

(Sigma, St Louis, MO, USA) e brefeldina A a 10µg/mL (BFA) (Sigma, St Louis, MO, 

USA) por 4 horas a 37oC em estufa a 5% de CO2. As culturas estimuladas foram 

realizadas de maneira similar à descrita, exceto pela incubação prévia de dois tubos 

contendo 1,25mL de sangue total e 250µL de FVIII (3,6µg/mL) (derivado de plasma e 

recombinante – ProSpec – Tany TechnoGene, Rehovot, Israel) por 1 hora nas mesmas 

condições utilizadas para as culturas-controle. Os controles positivos para as culturas 

foram realizados para verificação da viabilidade celular das amostras. Alíquotas de 

625µL de sangue total foram incubadas na presença de 580µL de RPMI-1640, Phorbol 

12-Myristate 13-Acetate (PMA) (Sigma, St Louis, MO, USA) a 25ng/mL, ionomicina 

(Sigma, St Louis, MO, USA) a 1mg/mL e BFA a 10µg/mL. Os padrões de citocinas 
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observados nas culturas estimuladas com PMA (altos níveis de IFN-γ e TNF-α) foram 

utilizados para confirmar a viabilidade celular das amostras. 

 

3.5.3. Imunofenotipagem de subtipos celulares e citocinas intracelulares: 

 

Após o período de incubação, todas as culturas (CC, pdFVIII e rFVIII) foram tratadas 

com solução EDTA 2mM (Sigma, St Louis, MO, USA) por 10 minutos à temperatura 

ambiente e lavadas duas vezes com PBS-W (PBS 0,5% de soro-albumina bovina e 0,1% 

de azida sódica - Sigma, St Louis, MO, USA) por centrifugação a 1300rpm a 18oC por 7 

minutos. As células foram marcadas no escuro por 30 minutos à temperatura ambiente 

com anticorpos monoclonais marcados (TriColor-labeled mAbs) (Caltag, Burlingame, 

CA, USA), anti-CD4, CD8, CD14 ou CD19. Após procedimento de lise/fixação, os 

leucócitos foram permeabilizados por incubação com PBS-P (PBS-W suplementado 

com 0,5% de saponina - Sigma, St Louis, MO, USA) por 10 minutos à temperatura 

ambiente. Em seguida as células foram incubadas por 30 minutos no escuro à 

temperatura ambiente na presença de 20µL anticorpos monoclonais anti-citocina 

marcados (PE-labeled anti-cytokine mAbs) (IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-5 e IL-10 – e-

Bioscience, San Diego, CA, USA) na presença de PBS-P. Após a marcação de citocinas 

intracitoplasmáticas, os leucócitos foram lavados com PBS-W e fixados com solução 

FACS FIX (10g/L de paraformaldeído, 10,2g/L de cacodilato de sódio e 6,63g/L de  

cloreto de sódio, pH 7,2 - Sigma, St Louis, MO, USA) e armazenados a 4ºC por pelo 

menos 20 minutos antes da aquisição em citômetro de fluxo. 

 

3.5.4. Aquisição em citômetro de fluxo e análises: 

 

Após o procedimento de imunofenotipagem, as suspensões de leucócitos foram lidas em 

citômetro de fluxo (FACScalibur® - Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) adquirindo 

30.000 eventos/amostra. Os dados obtidos foram analisados usando o software 

CellQuest (BD, Franklin Lakes, NJ, USA). Distintas estratégias de seleção foram usadas 

para analisar a expressão de citocinas em subpopulações de leucócitos dos sistemas 

imunes inato (neutrófilos e monócitos) e adaptativo (subtipos de células T e linfócitos 

B). Os neutrófilos foram selecionados como células SSCHighCD16High+ e os monócitos 

como células CD14High+ em FL3/anti-CD16-TC ou FL3/anti-CD14-TC versus SSC/laser 



 37 

side-scatter dot plots, respectivamente. A população de linfócitos foi previamente 

selecionada em FSC/laser forward-scatter versus SSC/laser side-scatter dot plots. 

Seguindo a seleção inicial, as frequências de células citocina+ foram quantificadas pela 

estatística dos quadrantes aplicando FL3/anti-CD4, CD8 ou CD19-TC versus FL2/anti-

citocina-PE para subtipos de células T e linfócitos B. Os dados foram expressos como 

percentagem de células citocinas+ dentre neutrófilos, monócitos e linfócitos totais 

selecionados. Os resultados foram reunidos para calcular o perfil de citocinas global 

como proposto por Vitelli-Avelar et al. (2008). A percentagem mediana para cada 

população de células citocina+ foi calculada a partir de valores obtidos para toda a 

população estudada [HAα-FVIII(-), HAα-FVIII(-) e BD]. Seguindo a definição do 

ponto de corte entre baixos e altos produtores de citocinas para cada população celular, 

diagramas de cores foram criados para categorizar amostras individuais como baixos-

produtores de citocinas, produtores de citocinas inflamatórias para células INF-γ+ e 

TNF-α+, produtores de citocinas reguladoras para células IL-4+, IL-5+ e IL-10+. A 

população celular caracterizada como grande produtora de citocinas inflamatórias e 

reguladoras foi classificada como de resposta mista. 

 

3.5.5. Reatividade de IgG1 e IgG4 anti-FVIII: 

 

A verificação de reação anti-FVIII de IgG1 e IgG4 presentes no plasma de pacientes 

portadores de hemofilia A foi realizada como descrito anteriormente (CHAVES et al., 

2008). Placas de 96 poços (Nunc-Immuno Maxisorp; Nunc A/S, Roskilde, Denmark) 

foram sensibilizadas overnight a 4°C com 100µL de FVIII derivado de plasma diluído 

em PBS 1X (1 UI/mL – HemofilM – Baxter, Deerfield, IL, USA). As placas foram 

lavadas e bloqueadas por 1h a 37°C com PBS 1X suplementado com BSA 1% (Sigma, 

St Louis, MO, USA). Diferentes diluições das amostras de plasma foram incubadas por 

2h a 37°C usando PBS 1X suplementado com BSA 0,1% (Sigma, St Louis, MO, USA). 

A ligação de anticorpos anti-FVIII foi revelada usando anticorpos secundários anti-IgG1 

e IgG4 humanas em um sistema de peroxidase (Sigma, St Louis, MO, USA) por 1h a 

37°C. A absorbância resultante foi lida a 492nm após adição de 50µL de H2SO4 4N em 

todos os poços. 
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3.5.6. Análises estatísticas: 

 

As análises estatísticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 5 (San 

Diego, CA, USA). Foi assumida distribuição não-gaussiana e as comparações 

estatísticas foram realizadas usando o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido 

de comparação múltipla de Dunns para avaliar o perfil de citocinas entre os grupos 

HAα-FVIII(-), HAα-FVIII(-) e BD. As análises comparativas entre a cultura controle e 

a cultura estimulada foram realizadas por teste de Wilcoxon para amostras pareadas. A 

freqüência de altos e baixos produtores de citocinas foi comparada por teste qui-

quadrado. As diferenças foram consideradas significativas quando os valores de p foram 

<0.05. 
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4.1. Bloqueio e purificação de anticorpos anti-FVIII por peptídeos sintéticos: 

 

4.1.1. Quantificação de inibidores de FVIII pelo teste de Bethesda: 

 

As 14 amostras de plasma dos sujeitos da pesquisa foram quantificadas quanto à 

presença de inibidores do FVIII utilizando-se o teste de Bethesda. A curva padrão de 

FVIII, traçada a partir de pool de plasma de indivíduos normais, é apresentada na figura 

8. Dentre as amostras coletadas, seis não tiveram inibidores de FVIII detectados pelo 

teste de Bethesda e confirmados por ELISA. A tabela 4 mostra os resultados positivos 

para inibidores de FVIII dos sujeitos da pesquisa.  

 

Tabela 4: Título de Bethesda das amostras coletadas 

Amostra S01 S02a S02b S03 S04 S05 S06 S07 
UB/mL 12,0 5,2 16,0 3,6 1,8 5,4 3,0 8,0 

                    *A02; paciente participou de duas coletas em períodos diferentes. 
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4.1.2. Integridade dos peptídeos sintéticos 

 

Os peptídeos sintetizados e purificados tiveram suas massas confirmadas por 

espectrometria de massa. As massas e as características de ionização encontradas estão 

listadas na tabela 5, sendo que todas correspondem aos peptídeos utilizados. 

 

Tabela 5: Massas e padrão de ionização dos peptídeos definidos por espectrometria de 
massas*. 
 

Peptídeo Massa 
esperada (Da) 

Massa 
encontrada (Da) 

Formas ionizadas 
encontradas (m/z) 

89 1741,9 1740,87 ± 0,48 
M + H+ = 1741,87 
M + 2H+ = 871,42 

90 1965,8 1966,98 ± 0,03 
M + H+ = 1967,98 
M + 2H+ = 984,45 
M + 3H+ = 656,60 

91 1738,8 1738,98 ± 0,49 
M + H+ = 1741,98 
M + 2H+ = 870,98 
M + 3H+ = 580,60 

92 1751,6 1750,9 ± 0,01 
M + Na+ = 1775,96 

M + H+ + Na+ = 898,96 

93 1658,7 1657,02 ± 0,01 
M + H+ = 1660,02 
M + 2H+ = 831,30 

M + H+ + Na+ = 841,50 

95 1995,9 1995,66 ± 0,46 

M + H+ = 1998,66 
M + 2H+ = 1000,16 
M + 3H+ = 667,11 

Desp. + 3H+ = 643,43 

96 1738,6 1737,72 ± 0,01 
M + Mg+ = 1764,03 
M +Mg2+ = 890,49 

97 1914,8 1915,32 ± 0,02 
M + H+ = 1918,32 
M + 2H+ = 959,64 

Desp. + 2H+ = 923,62 

98 1805,6 1805,13 ± 0,55 
M + H+ = 1808,13 
M + 2H+ = 904,06 

Desp. + 2H+ = 868,54 
99 1743,8 1744,34 ± 0,48 M + H+ = 1745,34 

*Massa de íons: H+ = 1,0 Da; Na+ = 22,9 Da; Mg2+ = 24,3 Da. 
 

4.1.3. Bloqueio e purificação de anticorpos anti-FVIII por peptídeos sintéticos: 

 

Os ensaios de imunocompetição mostraram que todos os 10 peptídeos bloqueavam a 

ligação dos anticorpos ao FVIII. A figura 8 apresenta exemplos do bloqueio dessa 

ligação de forma dose dependente e específica pelos peptídeos 92, 93 e um peptídeo 
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controle negativo quando testados com a amostra S6. Foi verificado que a capacidade de 

bloqueio de anticorpos anti-FVIII aumentou juntamente com a concentração do 

peptídeo utilizado. O resultado indicou que apesar de serem moléculas de pequeno 

tamanho, os peptídeos utilizados apresentaram habilidade de mimetizar epitopos 

reconhecidos pelos anticorpos presentes no plasma dos pacientes. Cada amostra de 

plasma testada reagiu de forma distinta, resultado consistente com a visão de que 

diferentes epitopos são reconhecidos pelos anticorpos anti-FVIII. Reatividades 

específicas foram observadas para cada amostra testada (Figura 9). Anticorpos presentes 

em algumas amostras (S2, S3, S6 e S7) foram bloqueados por vários peptídeos, ao passo 

que as amostras S1, S4 e S5 não apresentaram facilidade de bloqueio de seus anticorpos 

pelos peptídeos sintéticos. É importante salientar que as amostras S2A e S2B, 

correspondentes às amostras de plasma de um mesmo paciente, mostraram perfis de 

reatividade distintos, evidenciando mudanças na especificidade de anticorpos anti-FVIII 

durante o tratamento. Analisando a eficiência de bloqueio de anticorpos para cada 

peptídeo (Figura 10), os peptídeos mais reativos foram definidos para as diferentes 

concentrações testadas. Os resultados indicaram que os peptídeos 89, 92 e 93 

apresentaram maior capacidade bloqueadora de anticorpos (Figura 10). Os peptídeos 89 

e 92 foram capazes de bloquear anticorpos em quatro amostras de plasma e o peptídeo 

93 bloqueou anticorpos de seis das oito amostras testadas. 

 

 

 
Figura 9: Capacidade de neutralização de anticorpos anti-FVIII pelos peptídeos 92 (●), 
93 (�) e peptídeo controle negativo (MGEFKVDKFNIEDFFSGAGC) (▲). Resultado 
representativo utilizando plasma da amostra S6. 
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(A) 
Amostras P89 P90 P91 P92 P93 P95 P96 P97 P98 P99 

S1                     
S2A                     
S2B                     
S3                     
S4                     
S5                     
S6                     
S7                     

 (B) 
Amostras P89 P90 P91 P92 P93 P95 P96 P97 P98 P99 

S1                     
S2A                     
S2B                     
S3                     
S4                     
S5                     
S6                     
S7                     

 (C) 
Amostras P89 P90 P91 P92 P93 P95 P96 P97 P98 P99 

S1                     
S2A                     
S2B                     
S3                     
S4                     
S5                     
S6                     
S7                     

 
Cor Atividade 

  0% 
  < 30% 
  30-60% 
  > 60% 

 
Figura 10: Perfil de atividade bloqueadora de todos os peptídeos testados quando 
utilizados a (A) 50, (B) 100 e (C) 500µg/mL. 
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Os peptídeos 89, 92 e 99 que apresentaram maior capacidade bloqueadora tiveram seu 

grupamento protetor Acm removido e foram acoplados como ligante da resina 

Thiopropyl Sepharose 6B. Esse procedimento permitiu a montagem de cromatografia de 

afinidade para remover anticorpos anti-FVIII do plasma de pacientes portadores de 

hemofilia A. O rendimento das desproteções dos peptídeos 92 e 99 pelas reações de 

Ellman foram de 85% e 90%, respectivamente. A ligação à resina foi completa para o 

peptídeo 92 e teve um rendimento de 47% e de 8% para os peptídeos 99 e 89, 

respectivamente.  

 

As três matrizes de afinidade foram utilizadas para purificar anticorpos peptídeo-

reativos de um pool de IgGs derivadas de plasma de pacientes portadores de hemofilia 

A. Para acessar a eficiência do processo, a reatividade anti-FVIII foi mensurada antes e 

após a purificação das IgGs por ELISA (Figura 11). Uma redução significativa de 

anticorpos anti-FVIII pode ser observada em todas as amostras purificadas: foram 

verificadas reduções médias de 63%, 45% e 62% da reatividade anti-FVIII por ELISA 

quando os anticorpos foram purificados utilizando os peptídeos 89, 92 e 99, 

respectivamente. Entretanto, nenhuma diferença significativa pode ser observada 

quando as mesmas amostras foram testadas quanto à capacidade de bloqueio da 

atividade pró-coagulante de FVIII em ensaio de Bethesda. 
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Figura 11: Resultados de ELISA comparando a ligação ao FVIII de IgG total e frações 
de IgGs não retidas em cromatografia de afinidade pelos peptídeos 89(A), 92(B) e 
99(C). A mesma concentração de anticorpos foi usada para todas as amostras 
(2µg/well). Amostras após purificação identificadas com a letra P. 
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4.2. Polimorfismos em genes de citocinas 

 

Os resultados das genotipagens não mostraram correlação entre os polimorfismos nos 

genes de IL-4, IL-5 e TNF-α e o desenvolvimento de inibidores em pacientes 

portadores de hemofilia A. Entretanto, os haplótipos analisados para os polimorfismos 

no gene de IL-10 (Tabela 6) apresentaram correlação significativa com os dois grupos 

de pacientes estudados. O haplótipo GCC/ATA apresentou associação significativa com 

o grupo de pacientes sem histórico de desenvolvimento de inibidores (p = 0,043 e Odds 

Ratio = 3,55; 95% IC = 1,01-12,57). Dessa forma, os indivíduos com esse haplótipo, 

associado com produção intermediária de IL-10, têm 3,55 maior chance de ser negativo 

para inibidores de FVIII quando comparado com outros pacientes que não possuem esse 

haplótipo. Por outro lado, o haplótipo GCC/ACC, que está associado à produção 

alta/intermediária de IL-10, apresentou associação significativa com o grupo de 

pacientes com histórico de desenvolvimento de inibidores de FVIII (p = 0,0267 e Odds 

Ratio = 5,82; 95% IC = 1,11-30,56). Neste caso, indivíduos que possuem esse haplótipo 

têm 5,82 vezes maior chance de apresentar inibidores de FVIII que os pacientes que não 

possuem esse haplótipo. 

 

Tabela 6: Resultados das análises de haplótipos do gene de IL-10 (-1082;-819;-592 

SNPs) 

Haplótipos de IL-10 Inibidores de FVIII Total Valor p 
Negativos Positivos 

GCC/ATA 11 5 16 0.0439 
GCC/GCC 2 2 4 0.9335 
GCC/ACC 2 9 11 0.0250 
ATA/ATA 1 3 4 0.3371 
ATA/ACC 6 3 9 0.2162 
ATA/ATC 2 4 6 0.4433 

Total 24 26 50  
 

Nessas análises, 10 pacientes foram excluídos por não portarem haplótipos definidos 

que apresentam desequilíbrio de ligação (SCASSELLATI et al., 2004), por estarem 

distribuídos igualmente entre os dois grupos de pacientes ou por serem encontrados em 

apenas um grupo de pacientes. Os genótipos na região promotora do gene de IL-10 dos 

dez pacientes excluídos estão listados na tabela 7. 
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Tabela 7: Genótipos da região promotora do gene IL-10 dos pacientes que não tiveram 
haplótipos definidos. 

  

ID do paciente Genótipo de IL-10 Inibidores de 
FVIII -1082 -819 -592 

N01 GG TT AA Negativo 
N02 AG TT AC Negativo 
N03 AA CC CC Negativo 
N04 AA CC CC Negativo 
N05 GG CT AC Negativo 
N06 AA CC CC Negativo 
N07 AG TT AC Negativo 
P11 AA CC CC Positivo 
P20 GG CT CC Positivo 
P30 GG CT AC Positivo 

 
 

4.3. Imunofenotipagem de leucócitos e produção diferencial de citocinas 

 

Baixos níveis de neutrófilos TNF-α+ e valores altos de razão IL-5/TNF-α são 

característico de HAα-FVIII(+). As análises do perfil de citocinas de neutrófilos 

mostraram menores freqüências de células TNF-α+ no grupo HAα-FVIII(+) quando 

comparadas aos outros dois grupos testados (Figura 12). Após estímulo com FVIII 

todos os grupos testados apresentaram níveis menores de TNF-α quando comparados à 

cultura controle. Entretanto, apenas no grupo HAα-FVIII(-) pode-se observar redução 

significativa dessa citocina. A imunofenotipagem de neutrófilos IL-5+ revelou um 

aumento significativo dessa citocina no grupo HAα-FVIII(+) quando estimulado com 

FVIII.  

 

Não podem ser verificadas também diferenças entre os dois tipos de FVIII utilizados 

(derivado de plasma - pdFVIII ou recombinante - rFVIII). A estimulação in vitro com 

FVIII aumentou a freqüência de neutrófilos TNF-α+ no grupo HAα-FVIII(-) e de 

neutrófilos IL-5+ no grupo HAα-FVIII(+). Mesmo que nenhuma alteração foi observada 

na razão IL-5/TNF-α, esse resultado é predominantemente encontrado no grupo HAα-

FVIII(+). 
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Figura 12: Perfil de citocinas de neutrófilos do sangue periférico de indivíduos sadios 
(barras brancas), HAα-FVIII(-) (barras cinza-claro) e HAα-FVIII(+) (barras cinza-
escuro). Dados de cultura controle e estimuladas com FVIII (pdFVIII e rFVIII). 
Diferenças estatísticas foram representadas pelas letras “a”, “b” e “c” para comparações 
com os grupos BD, HAα-FVIII(-) e HAα-FVIII(+) respectivamente. Diferenças 
significativas entre os tipos de cultura dentro de um mesmo grupo foram marcadas com 
“*”. 
 

Apesar de os grupos HAα-FVIII(-) e HAα-FVIII(+) apresentam níveis diminuídos de 

monócitos IL-10+, baixos níveis de monócitos TNF-α+ observados no grupo HAα-

FVIII(+) levou a razão IL-10/TNF-α aumentada em monócitos nesse mesmo grupo. O 

perfil de citocinas de monócitos apresentou menores níveis de TNF-α no grupo HAα-

FVIII(+) quando comparado aos outros grupos testados. Após estímulo com FVIII, 

todos os grupos apresentaram diminuição significativa de TNF-α. Os resultados 



 50 

mostraram menores níveis de IL-10 nos dois grupos de pacientes portadores de 

hemofilia A. Entretanto, após estímulo com FVIII, todos os grupos testados 

apresentaram aumento significativo nos níveis dessa citocina. Na cultura controle foi 

verificado alto valor de razão IL-10/TNF-α apenas no grupo HAα-FVIII(+). O estímulo 

in vitro com FVIII levou a uma queda geral na freqüência de monócitos TNF-α+ e 

níveis aumentados de monócitos IL-10+. Apesar dessas alterações observadas, nenhuma 

mudança foi verificada nos valores de razão IL-10/TNF-α dos três grupos testados 

(Figura 13).  

 
Figura 13: Perfil de citocinas de monócitos do sangue periférico de indivíduos sadios 
(barras brancas), HAα-FVIII(-) (barras cinza-claro) e HAα-FVIII(+) (barras cinza-
escuro). Dados de cultura controle e estimuladas com FVIII (pdFVIII e rFVIII). 
Diferenças estatísticas foram representadas pelas letras “a”, “b” e “c” para comparações 
com os grupos BD, HAα-FVIII(-) e HAα-FVIII(+) respectivamente. Diferenças 
significativas entre os tipos de cultura dentro de um mesmo grupo foram marcadas com 
“*”. 
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Níveis aumentados de células T CD4+ e CD8+ IFN-γ+, TNF-α+ e IL-4+ são 

seletivamente observados no grupo HAα-FVIII(-). No contexto da resposta imune 

adaptativa foi verificado que as citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e TNF-α se 

encontravam aumentadas nas células T CD4+ e CD8+ no grupo HAα-FVIII(-). 

Adicionalmente, foram verificados maiores níveis de IL-4 nesse mesmo grupo de 

pacientes para essa população celular. A estimulação in vitro com FVIII teve impacto 

somente no grupo HAα-FVIII(-) levando a maiores freqüências de células T CD8+ 

TNF-α+ e IL-4+. Entretanto, não pode ser verificada diferenças significativas entre os 

grupos estudados e os níveis de IL-10 após estímulo com FVIII (Figura 14). 



 52 

 
Figura 14: Perfil de citocinas de células T CD4+ e CD8+ de sangue periférico de 
indivíduos sadios (barras brancas), HAα-FVIII(-) (barras cinza-claro) e HAα-FVIII(+) 
(barras cinza-escuro). Dados de cultura controle e estimuladas com FVIII (pdFVIII e 
rFVIII). Diferenças estatísticas foram representadas pelas letras “a”, “b” e “c” para 
comparações com os grupos BD, HAα-FVIII(-) e HAα-FVIII(+) respectivamente. 
Diferenças significativas entre os tipos de cultura dentro de um mesmo grupo foram 
marcadas com “*”. 
 
Maior freqüência de células B IL-10+ e maiores níveis de IgG1 anti-FVIII são 

observados no grupo HAα-FVIII(-), ao passo que níveis basais de células B citocina+ e 

maiores níveis de IgG4 anti-FVIII são característicos do grupo HAα-FVIII(+). 

Analisando o perfil de citocinas das células B foram verificados maiores níveis de IL-10 

no grupo HAα-FVIII(-). A estimulação com FVIII não alterou o perfil de IL-10 nos 

grupos testados. Os níveis de TNF-α nas células B, por sua vez, não apresentaram 

diferenças entre os grupos (Figura 15). As classes de anticorpos IgG1 e IgG4 

apresentam diferenças quantitativas nos dois grupos de pacientes portadores de 



 53 

hemofilia: predominância de anticorpos IgG4 no grupo HAα-FVIII(+) e maior 

freqüência de anticorpos IgG1 anti-FVIII (Figura 16). 

 

 

Figure 15: Porcentagem de células B TNF-α+ e IL-10+ de sangue periférico de 
indivíduos sadios (barras brancas), HAα-FVIII(-) (barras cinza-claro) e HAα-FVIII(+) 
(barras cinza-escuro). Dados da cultura controle (CC) e estimuladas com FVIII 
(pdFVIII e rFVIII). Resultados estatisticamente significativos foram representados pela 
letra “a” para comparações com o grupo BD. 
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Figura 16: Detecção por ELISA de anticorpos anti-FVIII IgG1 e IgG4 em amostras de 
plasma dos grupos HAα-FVIII(-) (barras cinza-escuro) e HAα-FVIII(+) (barras cinza-
claro).  
 

O perfil global de citocinas em leucócitos do sangue periférico demonstrou 

predominância de um padrão regulador no grupo HAα-FVIII(+). Após a combinação 

dos resultados obtidos a partir da análise de populações celulares foi observado que 

indivíduos do grupo HAα-FVIII(+) possuem maior expressão de citocinas reguladoras 

(IL-4, IL-5 e IL-10). Essa expressão foi significativamente maior nesses pacientes 

quando comparados aos pacientes do grupo HAα-FVIII(-). Esse resultado não pode ser 

observado quando aquele grupo foi comparado ao dos indivíduos saios (BD). O grupo 

HAα-FVIII(-) mostrou predominância de um perfil pró-inflamatório e o grupo BD 

apresentou um perfil de citocinas considerado misto. Após as análises foi verificado que 

apenas o paciente #17 do grupo HAα-FVIII(-) apresentou perfil de síntese de citocinas 

não polarizado (Figura 17). 
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Figura 17: (A) Perfil de citocinas em cultura controle representado em diagrama de 
cores: baixa produção de citocina ( ); produção de citocinas pró-inflamatórias 
( ); produção de citocinas reguladoras ( ); perfil misto de produção de ( ). 
(B) Padrões de produção de citocinas dos grupos BD, HAα-FVIII(-) e HAα-FVIII(+). 
Resultados significativos foram representados pelas letras “a” e “b” para comparações 
entre os grupos BD e HAα-FVIII(-), respectivamente. 
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O estímulo in vitro com pdFVIII ou rFVIII confirmou o padrão de citocinas reguladoras 

no grupo HAα-FVIII(+). Após a estimulação com FVIII pode-se verificar que os perfis 

de produção de citocinas encontrados nas culturas controle (CC) não sofreram 

alterações significativas. Os resultados confirmaram a predominância de citocinas pró-

inflamatórias (IFN-γ e TNF-α) no grupo HAα-FVIII(-) e de citocinas reguladoras no 

grupo HAα-FVIII(+). O grupo BD mais uma vez apresentou um perfil misto de 

citocinas. Confirmando os resultados obtidos anteriormente, o estímulo com pdFVIII ou 

rFVIII não alteraram os perfis de citocinas dos grupos estudados (Figuras 18 e 19). 

 

 

 

Figura 18: Perfil de citocinas em culturas controle e estimuladas com FVIII (pdFVIII e 
rFVIII) representado determinado pela combinação de perfis celulares individuais dos 
grupos BD, HAα-FVIII(-) e HAα-FVIII(+). 
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Figura 19: Freqüência de produção de citocinas nos grupos BD, HAα-FVIII(-) e HAα-
FVIII(+) em culturas controle e estimuladas com FVIII (pdFVIII e rFVIII). 
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Após terapia de reposição protéica com FVIII purificado, entre 10% e 40% dos 

pacientes portadores de hemofilia A desenvolvem anticorpos inibidores que neutralizam 

a atividade pró-coagulante do FVIII. Essa resposta imunológica é uma complicação 

importante durante o tratamento dos pacientes portadores de HA e aumenta 

consideravelmente o seu custo. Vários procedimentos terapêuticos tentam aliviar esse 

problema, mas não existe um protocolo padrão para o tratamento dos inibidores. Nesse 

sentido, uma nova estratégia de tratamento seriam peptídeos de baixo peso molecular 

que mimetizam epitopos da proteína e que têm capacidade de bloquear a atividade dos 

anticorpos inibidores. Tais peptídeos poderiam ser importantes na formulação de um 

tratamento baseado em seções de plasmaférese que visa a captura específica de 

anticorpos anti-FVIII antes da infusão da proteína exógena. Assim, a primeira parte 

desse estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de peptídeos que mimetizam 

epitopos da molécula de FVIII de depurar anticorpos anti-FVIII de amostras de plasma 

de pacientes portadores de HA. 

 

O domínio C2 do FVIII é considerado alvo preferencial dos inibidores e por isso foi 

escolhido para ter seus possíveis epitopos mimetizados por peptídeos sintéticos. O uso 

das coordenadas tridimensionais da proteína (PRATT et al., 1999) em um algoritmo 

preditivo especializado (PEPOP) permitiu o desenho e síntese de dez peptídeos 

correspondentes a seqüências encontradas na superfície do domínio C2. Vários 

peptídeos foram ciclizados por formação de ligações dissulfeto para mimetizar regiões 

de voltas encontradas no domínio. Adicionalmente, um peptídeo foi utilizado para 

mimetizar a região acídica a1 do FVIII, a qual está associada à ligação de inibidores 

(RAUT et al., 2003).  

 

Em um primeiro momento, a série de peptídeos sintéticos foi utilizada em ensaios de 

competição para se verificar a capacidade de bloqueio de anticorpos anti-FVIII 

presentes no plasma de pacientes portadores de hemofilia A. Foi verificado que os 

peptídeos foram eficientes no bloqueio desses anticorpos, tendo sua ação máxima obtida 

quando usados em altas concentrações (100–500µg/mL). Considera-se que os bloqueios 

encontrados, da ordem de 30-70%, foram bastante relevantes, pois os peptídeos testados 

representavam mínimas partes de uma grande proteína. Nesse contexto, três peptídeos 

se mostraram mais reativos: (1) o peptídeo 89, que corresponde a um epitopo linear na 
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região acídica a1 do FVIIII reconhecido por anticorpo monoclonal murino (RAUT et 

al., 2003). De acordo com dados da literatura, anticorpos bloqueados pelo peptídeo 89 

foram encontrados em apenas três amostras de plasma de pacientes, indicando que esse 

epitopo não é tão freqüente nas respostas imunes contra o FVIII (RAUT et al., 2003). 

Entretanto, em nossas análises foi verificado que quatro entre as oito amostras testadas 

apresentaram anticorpos bloqueados por esse peptídeo. As diferenças de reatividade 

entre peptídeos sintetizados neste trabalho e os peptídeos sintetizados em trabalhos 

anteriores pode ser explicada por dois motivos principais: diferenças nos protocolos de 

tratamento dos pacientes quanto ao tipo de FVIII utilizado, o que levaria à síntese de 

anticorpos com especificidades distintas; diferenças nas seqüências que flanqueiam a 

região do peptídeo que é reconhecida pelo anticorpo que possam interferir na estrutura 

desse; (2) o peptídeo 92 foi desenhado para compreender os segmentos 24 

(2290FTPVV2294) e 23 (2287QD2288) no domínio C2 identificados pelo PEPOP. Por 

sua vez, esse epitopo foi reconhecido por anticorpos presentes em cinco das nove 

amostras de plasma testadas. É importante salientar que o peptídeo 92 compartilha 

diversos resíduos com o peptídeo P14 descrito por Di Giambattista et al (2007), o qual 

representa um epitopo neutralizador da atividade do FVIII; (3) o peptídeo cíclico 93 

(incluindo o segmento 16, 2249KSLLT2253) corresponde a uma estrutura hairpin bem 

exposta no domínio C2. Esse foi o mais eficiente dos peptídeos testados. Anticorpos 

presentes em seis das oito amostras de plasma testadas foram bloqueados por esse 

peptídeo. Esse importante epitopo pode ser encontrado em uma região do domínio C2 

que está envolvida na ligação às plaquetas e ao fator de Von Willebrand e é alvo de 

inibidores presentes em vários pacientes (JACQUEMIN et al., 1998).  

 

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que o perfil de reatividade dos 

peptídeos testados é diferente em cada paciente. Essa conclusão pode interferir 

negativamente em algumas pesquisas que têm como objetivo o bloqueio de inibidores 

de FVIII por peptídeos sintéticos que mimetizam epitopos da proteína (VILLARD et al., 

2003; KOPECKY et al., 2005; 2006a,b). A diversidade e a dispersão dos epitopos 

reconhecidos na superfície do FVIII já haviam sido descritas anteriormente em estudos 

que utilizaram regiões maiores da proteína (cadeias leve e pesada) (DIMICHELE, 

2002). Nossos resultados confirmam essa observação, principalmente quando foram 

observadas mudanças no perfil de peptídeos reconhecidos durante o tratamento de 

reposição protéica (amostras S2A e S2B). A produção de anticorpos com 
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especificidades diferentes poderia ser conseqüência de mudanças ao longo do 

tratamento, principalmente quanto ao uso de diferentes tipos de concentrados de FVIII 

(ORSINI et al., 2005; HODGE et al., 2006). 

 

O presente estudo também avaliou a capacidade de três peptídeos capturarem anticorpos 

anti-FVIII do plasma de pacientes em um sistema de cromatografia de afinidade. Foi 

verificado que o acoplamento dos peptídeos via ligação dissulfeto na sua porção C-

terminal após a remoção do grupamento Acm à resina Thiopropyl Sepharose 6B é uma 

boa estratégia. A matriz sólida construída foi capaz de reter uma grande proporção dos 

anticorpos anti-FVIII presentes no plasma dos pacientes e as atividades inibitórias dos 

anticorpos não retidos não foram alteradas durante o processo. Duas hipóteses podem 

explicar o resultado obtido: (1) os epitopos definidos neste trabalho não representam 

regiões de epitopos inibitórios; (2) o teste de Bethesda para detectar diminuição da 

atividade inibitória dos anticorpos anti-FVIII não é sensível o suficiente para detectar 

mínimas alterações na atividade inibidora desses anticorpos. Acredita-se que os 

resultados encontrados neste estudo são preliminares. Para se desenvolver uma 

estratégia de retirada específica dos anticorpos inibidores de FVIII do plasma de 

pacientes, é preciso produzir mais peptídeos que mimetizem outros domínios da 

proteína. 

 

Nos últimos 30 anos, avanços nas pesquisas de imunologia clínica aumentaram o 

entendimento dos mecanismos que levam ao desenvolvimento de inibidores de FVIII. 

Vários fatores, incluindo aqueles relacionados à terapia bem como à resposta imune dos 

pacientes (SINGER et al., 1996; REDING et al., 1999, 2000, 2002; HU et al., 2003, 

2007; ASTERMARK et al., 2006a, 2006b) parecem interferir nesse fenômeno. Vários 

pontos chave têm sido avaliados como fatores preditivos de ativação diferencial de 

células e síntese de citocinas durante o desenvolvimento de inibidores de FVIII em 

pacientes portadores de HA: o impacto da mutação no gene de FVIII nas vias de 

resposta imune (REDING et al., 2006; LEE et al., 2006) e os polimorfismos dos genes 

de HLA e citocinas (ASTERMARK et al., 2006a, 2006b; HAY et al., 1997; 

OLDENBURG et al., 1997). Com o objetivo de analisar a função do sistema imune no 

estabelecimento/manutenção do perfil de inibição do FVIII, foram investigadas 

variantes genéticas nos genes e nas regiões promotoras de interleucinas e caracterizado 
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o perfil de citocinas de leucócitos do sangue periférico de pacientes portadores de HA 

com e sem histórico de desenvolvimento de inibidores. 

 

Neste estudo, foi encontrada associação entre determinados haplótipos de IL-10 e o 

desenvolvimento de inibidores de FVIII em pacientes portadores de hemofilia A. Os 

resultados sugerem que a regulação da síntese de IL-10 desempenha um papel 

importante na formação de uma resposta imune contra o FVIII. IL-10 é uma citocina 

conhecida por sua importância nas respostas anti-inflamatórias contribuindo para síntese 

in vitro de todos os tipo de imunoglobulinas por células B (ROSADO et al., 2008). 

Adicionalmente, a região promotora do gene de IL-10 possui três polimorfismos que 

estão associados com baixas e altas taxas de síntese dessa citocina (-1082 G/A; -819 

T/C; -592 A/C). O alelo -1082 G é especificamente associado com alta síntese de IL-10 

e o alelo -1082 A com baixa produção dessa citocina. Finalmente, o haplótipo GCC é 

relacionado a alta síntese de IL-10, o haplótipo ACC a uma produção intermediária e o 

haplótipo ATA a uma baixa produção dessa citocina (SCASSELLATI et al., 2004).  

 

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que há associação entre a presença 

de diferentes haplótipos e o aparecimento de inibidores de FVIII nos pacientes 

portadores de HA. As análises baseadas nos grupos definidos como “GCC” e “não 

GCC” propostas por Wergeland et al. (2005) não mostraram resultados significativos. 

Entretanto, a divisão desses grupos em três outros mostrou um resultado importante. A 

associação do haplótipo GCC com outros haplótipos que definem síntese intermediária 

ou baixa de IL-10 pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento de 

inibidores de FVIII. As análises mostraram que pacientes com combinação de 

haplótipos que conferem alta e intermediária síntese de IL-10 (GCC/ACC) têm 5,8 

vezes mais chance de apresentar inibidores de FVIII. Em contrapartida, pacientes com a 

combinação de alta e baixa síntese de IL-10 (GCC/ATA) tem 3,5 vezes mais chance de 

não desenvolver inibidores de FVIII. Finalmente, não foi encontrada diferença 

significativa quando foram analisados os dados dos pacientes homozigotos para o 

haplótipo GCC.  

 

Esses resultados mostraram que uma simples correlação considerando apenas a presença 

ou ausência de um determinado haplótipo não é suficiente. Análises genotípicas, como 

análise de microsatélites no gene de IL-10, têm sido considerados nas análises de 
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associação ao desenvolvimento de inibidores de FVIII (ASTERMARK et al., 2006a). 

Por isso, é interessante considerar a presença de outros marcadores genéticos que 

podem interferir no controle da síntese de citocinas e modular as respostas imunes ao 

FVIII. 

 

O genótipo AA (-308) do gene de TNF-α A/A tem sido associado ao desenvolvimento 

de inibidores do FVIII em grupos de pacientes predominantemente caucasianos 

(ASTERMARK et al., 2006b). Em nossas análises, indivíduos com esse genótipo não 

foram encontrados. A população brasileira tem alto grau de miscigenação, o que pode 

causar diferenças na distribuição genotípica entre o grupo estudado e os grupos de 

pacientes predominantemente caucasianos que participam de estudos principalmente 

nos Estados Unidos e Europa. 

 

No contexto das análises genéticas dos genes envolvidos na resposta imune contra o 

FVIII, a questão dos polimorfismos é apenas um ramo de um complexo esquema que 

leva à formação de inibidores. O tipo de tratamento utilizado (proteínas recombinantes 

ou purificadas de plasma), o tipo de resposta imune mediada nesses casos e o tipo de 

mutação no gene do FVIII devem ser considerados. Quando todas essas variáveis 

puderem ser associadas possivelmente poderemos estabelecer parâmetros para 

determinar a real chance e os eventos que levam a uma resposta imune contra o FVIII 

exógeno em apenas alguns indivíduos que se submetem a tratamento de reposição 

protéica. 

 

As análises referentes ao perfil de citocinas de leucócitos do sangue periférico 

mostraram predominância de resposta imune anti-inflamatória/reguladora nas células da 

imunidade inata dos pacientes HAα-FVIII(+): a razão IL-5/TNF-α em neutrófilos e IL-

10/TNF-α em monócitos mostraram valores aumentados. Apesar do aumento de 

monócitos  IL-10+ após estímulo in vitro com FVIII em todos os grupos, a 

predominância de um perfil anti-inflamatório/regulador foi mantida exclusivamente no 

grupo HAα-FVIII(+). Esses resultados enfatizam que o perfil de citocinas anti-

inflamatórias/reguladoras nas células da  imunidade inata é de alguma forma 

relacionada ao desenvolvimento/manutenção dos inibidores de FVIII. 
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É importante salientar que o perfil global de citocinas anti-inflamatórias/reguladoras 

observado no grupo HAα-FVIII(+) não sofreu alterações mesmo depois da estimulação 

in vitro com pdFVIII ou rFVIII. Análises adicionais envolvendo as células do sistema 

imune adaptativo demonstraram que o grupo HAα-FVIII(+) apresentou níveis basais de 

células citocinas+ em seus linfócitos T e B, quando comparado aos resultados 

encontrados para o grupo de referência BD. Esse microambiente independente de 

citocinas das células T pode favorecer a ativação das células B levando à síntese de 

IgG4. A estrutura altamente glicosilada do FVIII pode favorecer essa ativação de 

linfócitos B mesmo na ausência de co-estimulação por células T. Alguns modelos de 

ativação de linfócitos B foram propostos por Bretcher e Cohn (1970). Essas propostas 

derivam da premissa de que somente o reconhecimento do antígeno é insuficiente para 

estimular células B naïve, pois isto poderia induzir respostas autoreativas. Por outro 

lado, a interação das células T e B nesse contexto levaria a ativação completa dos 

linfócitos B. Evidências recentes têm sugerido que a ativação de linfócitos B 

independente das citocinas de células T é parte da resposta imune humoral. Dessa 

forma, o antígeno sozinho ou o antígeno acrescido de sinais celulares, exceto de células 

T, podem induzir uma resposta de linfócitos B. 

 

Baseando-se nesses resultados, nossa hipótese é que o microambiente 

predominantemente anti-inflamatório/regulador determinado por neutrófilos e 

monócitos, acrescido de níveis basais de citocinas produzidas por linfócitos T e B pode 

favorecer a síntese de anticorpos IgG4 anti-FVIII com atividade inibidora. Estudos 

anteriores têm sugerido a relevância da resposta imune anti-inflamatória/reguladora 

induzida por células T CD4+ na síntese de inibidores de FVIII (HU et al., 2007; 

REDING et al., 2002). Na verdade, tem-se sugerido que um padrão de citocinas pró-

inflamatórias pode ser importante no início da resposta immune anti-FVIII e que uma 

mudança desse perfil para um perfil anti-inflamatório/regulador em células T CD4+ 

pode representar o ponto crucial para uma produção robusta de inibidores (HU et al., 

2007). Nossos dados sugerem que a manutenção da produção de inibidores de FVIII nos 

pacientes testados é dependente de um padrão de citocinas anti-

inflamatórias/reguladoras, mas não conta com uma resposta relevante de células T. É 

possível que diferenças nas metodologias adotadas em nosso estudo, como a utilização 

de amostras de sangue total e plasma autólogo nas culturas para mimetizar o 

microambiente encontrado in vivo, tenham revelado esse fenômeno que não havia sido 
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relatado anteriormente em trabalhos que utilizaram PBMCs isolados, clones de células 

T CD4+ e ausência de plasmas autólogos (REDING et al., 1999; HODGE & HAN, 

2001; TOWFIGHI et al., 2006; HU et al., 2007).  

 

Por outro lado, as análises das células da imunidade inata do grupo HAα-FVIII(-)  

revelaram que apesar dos níveis basais de citocinas observados em neutrófilos, esses 

pacientes apresentaram níveis aumentados de monócitos TNF-α+, o que levou a valores 

baixos de razão IL-5/TNF-α, sugerindo uma predominância de um perfil imune pró-

inflamatório. Adicionalmente, as análises da imunidade adaptativa revelaram que o 

grupo HAα-FVIII(-) apresentou perfil de citocinas pró-inflamatório modulado 

representado por maiores níveis de células T IFN-γ+ e TNF-α+  juntamente com 

elevados níveis de células T IL-4+ nos subtipos CD4+ e CD8+. Os dados também 

demonstraram que esse perfil de citocinas pró-inflamatório modulado foi mantido após 

estímulo in vitro com FVIII, como evidenciado pelo aumento na síntese de TNF-α e IL-

4+ por células T CD8+ seletivamente observado no grupo HAα-FVIII(-). Resultados 

similares foram observados por Ettinger et al. (2009): foi demonstrado que todos os 

clones de células T de um paciente sem inibidores de FVIII, apesar de possuírem a 

capacidade de produzir IL-4, mantinham uma predominância de resposta imune pró-

inflamatória caracterizada por altos níveis de IFN-γ. Análises adicionais de nossos 

dados demonstraram um perfil imune modulado por IL-10 em linfócitos B e maiores 

níveis de anticorpos anti-FVIII IgG1 sem funções inibidoras aparentes são observados 

no grupo HAα-FVIII(-). Estudos anteriores têm sugerido que a secreção de anticorpos 

IgG1 é dependente da síntese de IL-10 por linfócitos B (BRIÉRE et al., 1994). As 

análises do perfil global de citocinas revelaram que os leucócitos do sangue periférico 

dos pacientes do grupo HAα-FVIII(-) apresentam um padrão misto de citocinas na 

presença do estímulo in vitro com pdFVIII. Entretanto, uma predominância de resposta 

imune pró-inflamatória na presença de rFVIII é observada nesse grupo de pacientes. 

Resultados similares são observados no grupo referência BD, mas no grupo HAα-

FVIII(+) um padrão anti-inflamatório/regulador é observado. Esse resultado confirma 

os dados obtidos das análises compartimentadas de células. Baseados nesses resultados, 

acreditamos que a resposta imune pró-inflamatória modulada determinada por maiores 

sínteses de IFN-γ e TNF-α por células T, controlada por elevados níveis de células T 

IL-4+ e linfócitos B IL-10+ pode favorecer a síntese de anticorpos anti-FVIII IgG1, 
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evitando o desenvolvimento de anticorpos IgG4 inibidores de FVIII. Provavelmente os 

pacientes do grupo HAα-FVIII(-) controlam o desenvolvimento de inibidores IgG4 de 

FVIII utilizando duas vias: 1) modulação da resposta imune pró-inflamatória pelo 

recrutamento de células T CD4+ e CD8+ IL-4+ e 2) aumento da produção de IL-10 por 

linfócitos B favorecendo a síntese de anticorpos IgG1 anti-FVIII de uma maneira 

dependente de células T. A produção de IgG1 mediada por citocinas pró-inflamatórias 

derivadas da estimulação de células T é também bem estabelecida (ABBAS et al., 

1996).  

 

De acordo com nossa hipótese, durante a fase inicial do tratamento com infusões de 

FVIII, ocorre uma resposta pró-inflamatória mediada por células T que leva à síntese de 

anticorpos IgG1 anti-FVIII sem atividade inibitória. Após repetidas exposições ao 

FVIII, com maiores freqüências em pacientes gravemente afetados pela HA, uma 

mudança para um padrão de citocinas anti-inflamatórias/reguladoras independente das 

citocinas de células T pode ocorrer e favorecer a mudança de sub-classe para anticorpos 

IgG4 inibidores de FVIII. É possível que protocolos imunoterápicos possam ser 

implementados no início do tratamento com FVIII para manter a dependência de células 

T na resposta imune e evitar a mudança para uma resposta anti-inflamatória/reguladora 

independente das citocinas de células T que favorece a produção de inibidores de FVIII. 

Dessa forma, poderíamos aumentar a qualidade de vida e o sucesso do tratamento dos 

pacientes portadores de HA. Uma importante linha de pesquisa a ser considerada em 

investigações futuras é a cinética da conversão de uma resposta imune pró-inflamatória 

para anti-inflamatória/reguladora durante o tratamento desses pacientes. É possível que 

a manutenção de uma resposta imune mediada por células T com perfil pró-inflamatório 

modulado possa ser a chave para evitar o desenvolvimento de anticorpos IgG4 

inibidores de FVIII. Nesse contexto, é também relevante definir o papel de células T e B 

reguladoras no controle da resposta imune anti-FVIII em pacientes que não 

desenvolvem inibidores de FVIII e em indivíduos sadios. Por fim, espera-se que a 

compilação desses dados possa permitir a definição de possíveis candidatos a ser 

representantes do grupo HAα-FVIII(+), o que poderá aumentar a qualidade de vida e a 

eficiência no tratamento desses pacientes. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 
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1. Os peptídeos sintetizados foram capazes de neutralizar a ligação dos anticorpos 

inibidores ao FVIII. 

 

2. Os peptídeos 89, 92 e 93, quando ligados a uma matriz sólida, são capazes de reter 

quantidades significativas de inibidores do FVIII encontrados no plasma de pacientes 

HA. 

 

3. O perfil de reatividade dos peptídeos testados é diferente para cada paciente. 

 

4. Os inibidores presentes no plasma dos pacientes podem ter especificidades diferentes 

em momentos distintos do tratamento de reposição protéica. 

 

5. Indivíduos com a combinação de alta e intermediária síntese de IL-10 (GCC/ACC) 

têm 5,8 vezes mais chances de desenvolver inibidores de FVIII. 

 

6. Indivíduos com a combinação de alta e baixa síntese de IL-10 (GCC/ATA) têm 3,5 

vezes mais chances de não desenvolver inibidores de FVIII. 

 

7. Os pacientes HAα-FVIII(+) apresentam predominância de resposta imune anti-

inflamatória/reguladora nas células da imunidade inata. 

 

8. O grupo HAα-FVIII(+) apresenta níveis basais de células citocinas+ em seus 

linfócitos T e B. 

 

9. O grupo HAα-FVIII(-) apresenta predominância de perfil pró-inflamatório em células 

das respostas imunes inata e adaptativa. 

 

10. Existe um microambiente de citocinas totais pró-inflamatórias em pacientes HAα-

FVIII(-) e anti-inflamatórias/reguladoras em pacientes HAα-FVIII(+). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. PERSPECTIVAS 
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A partir dos resultados positivos obtidos no estudo de peptídeos sintéticos que 

bloqueiam a ligação dos inibidores ao FVIII, tem-se como perspectiva aprimorar as 

análises imunológicas do desenvolvimento de inibidores. Pretende-se estimular e 

expandir células T CD4+ específicas anti-FVIII através do desafio in vitro com os 

peptídeos ligados a tetrâmeros de HLA. Adicionalmente, serão realizados testes de 

ativação de linfócitos B utilizando FVIII puro de um modo independente das citocinas 

de células T. Os resultados alcançados poderão confirmar ou refutar a hipótese de que 

os pacientes que desenvolvem inibidores têm seus linfócitos B estimulados diretamente 

pela proteína infundida, independentemente da estimulação por citocinas das células T 

CD4+. 

 

Tendo em vista os resultados obtidos a partir das análises de citocinas 

intracitoplasmáticas, tem-se como perspectiva, analisar o padrão de citocinas 

plasmáticas (IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10) em amostras de pacientes 

portadores de HA categorizados pela presença (baixo e alto título) ou ausência de 

inibidor de FVIII. As dosagens, realizadas por citometria de fluxo, deverão ser 

realizadas antes e 24 horas após a incubação de sangue total in vitro com FVIII puro. 

Essas análises têm o objetivo de confirmar os resultados até aqui alcançados, pois pode 

reforçar a idéia de pacientes que desenvolvem inibidores de FVIII têm maior síntese de 

citocinas anti-inflamatórias/reguladoras, principalmente IL-10. Adicionalmente, 

pretende-se reforçar o achado de que a presença do FVIII não altera o perfil de citocinas 

sintetizadas. 

 

Quanto ao perfil imunológico dos pacientes portadores de HA, pretende-se analisar o 

perfil de células do sistema imune do sangue periférico desses indivíduos no contexto ex 

vivo. Hipotetiza-se que proporções distintas de células T e B, neutrófilos, monócitos e 

células NK podem ser encontradas nos dois grupos de pacientes definidos: com e sem 

inibidores de FVIII. Realizar essa caracterização é importante para a definição de 

grupos de risco para o desenvolvimento de inibidores. Ademais, pretende-se definir a 

proporção de células T e B reguladoras no sangue periférico de pacientes portadores de 

hemofilia A com e sem inibidores de FVIII. O estudo do papel dessas células é de 

fundamental importância para se tentar explicar porque apenas alguns indivíduos 

desenvolvem uma resposta imune contra o FVIII exógeno. 
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Nos últimos anos, tem sido implementada uma terapia alternativa que visa minimizar os 

efeitos deletérios dos inibidores de FVIII. A metodologia consiste em tratar os pacientes 

com anticorpos monoclonais anti-CD20 que depletam os linfócitos B, impedindo a 

ativação dessas células e a síntese de inibidores. Entretanto, muitos efeitos colaterais 

têm sido relatados, pois o tratamento pode alterar significativamente o balanço do 

sistema imune dos pacientes. Os efeitos dessa terapia associada ao tratamento com 

FVIII nas células do sistema imune não são bem definidos. Poderão ser analisados o 

perfil celular e a síntese de citocinas em cultura de sangue total de curta duração 

estimulada com anticorpo monoclonal anti-CD20. Os resultados poderão mostrar 

alterações nas populações celulares que são responsáveis pelos efeitos adversos 

relatados durante o tratamento dos pacientes. Dessa forma, os dados podem ser 

utilizados como base de aprimoramentos em tratamentos futuros. 
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