Desenvolvimento de inibidores do fator VIII na hemofilia A

Development of factor VIII inhibitors in hemophilia A

Daniel G. Chaves'
Cibele V. Rodrigues’

A hemofilia A é uma coagulopatia genética com heranga recessiva ligada ao cromossomo
X que afeta 1-2 a cada 10 mil individuos do sexo masculino nascidos vivos. Estes
individuos tém baixas concentragoes ou auséncia do fator VIII (FVIII) da coagulagdo
no plasma e apresentam quadros hemorragicos leves, moderados e graves, dependen-
do da atividade de FVIII circulante. Estes pacientes necessitam de constante reposi¢ao
proteica e aproximadamente 30% deles desenvolvem aloanticorpos contra a proteina
exogena. A sintese dos anticorpos anti-FVIII é iniciada quando o FVIII exogeno é
endocitado por células apresentadoras de antigeno, degradado e apresentado as células
T CD4+ na forma de peptideos ligados a moléculas do complexo maior de histo-
compatibilidade (MHC) de classe II. Alguns fatores de risco (paciente/tratamento)
podem ser relacionados ao desenvolvimento desta resposta imune. Neste contexto, as
mutagoes no gene do FVIII e polimorfismos em genes envolvidos na resposta imune
sdo candidatos moleculares como determinantes imunogenéticos na predisposi¢do
para o desenvolvimento de inibidores. Por ndo ser completamente entendido e
controlado, o desenvolvimento desta resposta imune contra o FVIII constitui o maior
problema decorrente do tratamento de individuos portadores de hemofilia A e faz-se
necessaria busca de opgdes que visem minimizar suas agoes deletérias. Algumas
alternativas de tratamento tém se mostrado eficazes no tratamento (anti-CD20,
plasmaférese, concentrado de complexo protrombinico (PCCs), concentrado de complexo
protrombinico ativado (APCCs), fator VII humano ativado), mas a retirada ou
neutraliza¢do especifica dos inibidores de FVIII ainda ndo foram alcangadas. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter.
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Dentre os disturbios de coagulagdo hereditarios nas
populagdes humanas destaca-se, por sua gravidade, a
hemofilia A (HA), uma coagulopatia recessiva ligada ao
cromossomo X causada pela deficiéncia ou disfuncdo da
glicoproteina plasmatica denominada Fator VIII (FVIII). A
incidéncia da HA pode chegar a 1:5.000 meninos nascidos
vivos. Nos individuos com hemofilia A grave (aproxima-
damente 50% dos casos; atividade do FVIII<0,01 U/mL), a
hemorragia pode ocorrer espontaneamente, enquanto

pacientes com hemofilia moderada (cerca de 10% dos indivi-
duos; atividade do FVIII 0.01-0.05 U/mL) apresentam um
fenotipo intermediario. Pacientes portadores da forma leve
da doenga, observada em 30%-40% dos casos (atividade do
FVIII 0,05-0,4 U/mL), sofrem de hemorragias pos-trauma ou
pos-cirrgicas.! As anormalidades genéticas responsaveis
pela hemofilia congénita incluem delegdes, inversdes (mais
frequentemente a inversdo do intron 22), mutagdes sem sen-
tido, mutagdes de sentido trocado e pequenas dele¢des no
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gene do FVIII. Sabe-se que a gravidade da doenga esta rela-
cionada ao tipo de mutagdo ocorrida no gene do FVIII, sendo
que 45% dos pacientes com forma grave apresentam inversao
do intron 22, uma vez que nesta mutagao o gene ¢ completa-
mente inativado.?

Em adi¢@o as artropatias, problemas venosos, hepatites
virais e HIV, a formagéo de anticorpos anti-FVIII € o evento
mais complicador no tratamento da HA com concentrados de
FVIIL. O desenvolvimento de uma resposta imune humoral
contra o FVIII ocorre em aproximadamente 25% dos individuos
com hemofilia A grave e de 5%-15% dos pacientes com
hemofilia A leve ou moderada que sdo tratados com concen-
trados de FVIII purificados do plasma ou FVIII recom-
binante.>* Tais anticorpos anti-FVIII, também chamados
inibidores, neutralizam a atividade procoagulante do FVIII
no plasma através do bloqueio funcional de epitopos (sitios
antigénicos) da proteina. Embora o mecanismo do desen-
volvimento dos inibidores ndo seja completamente entendido,
a ocorréncia de inibidores reflete uma resposta imune
alogénica a administragdo repetida da proteina exoégena. O
tratamento de pacientes com inibidores ¢ dificil e pode
necessitar de grandes quantidades do fator a um custo con-
sideravel. O aumento estimado no custo do e dos cuidados
aos pacientes com inibidores ¢ da ordem de 50% no Brasil. O
uso de FVIII recombinante ¢ de alto custo (estimado em até
U$100.000/ano/paciente’) e, portanto, com limitada acessi-
bilidade aos paises em desenvolvimento. Como consequéncia,
hoje, o principal desafio terapéutico ¢ o tratamento de
episodios de hemorragia em individuos com hemofilia A que
se tornam resistentes a terapia de reposicdo e que desen-
volvem anticorpos anti-FVIII humano.

Diagnéstico dos inibidores de FVIII

Embora o paciente que desenvolve inibidores possa
nao apresentar sintomas, a presenca destes anticorpos pode
ser descoberta durante a analise clinica rotineira ou, alter-
nativamente, quando algum quadro hemorragico néo € para-
lisado tao rapidamente como poderia se esperar em resposta
ao tratamento com o fator. A presenga do inibidor ¢, geral-
mente, confirmada usando-se um teste de coagulagdo san-
guinea chamado ensaio de inibidor de Bethesda. A titulago
de anticorpos pode ser realizada usando-se este teste e ¢
descrita como o nimero de unidades Bethesda (UB).
Portanto, quanto maior o numero de unidades de Bethesda,
maior a quantidade de inibidores presentes no plasma. Um
paciente ¢ considerado de alto titulo quando apresenta
resposta acima de 5 UB. A presenga destes inibidores pode
se alterar ao longo do tempo e, em alguns casos, tem sido
observado o seu desaparecimento espontaneo dentro de
semanas ou meses sem nenhum tratamento aparente.® Esta
variagdo na producdo de inibidores pode ser o resultado de
varios parametros que incluem critérios quantitativos da
dosagem do inibidor, tempo decorrido da primeira aparigdo, a

origem, pureza do produto administrado e o préprio
paciente.” Desta forma, fatores de risco podem ser
estabelecidos para o desenvolvimento desta resposta imune
contra o FVIIL

Imunobiologia dos inibidores do fator VIl

A sintese dos anticorpos anti-FVIII ¢ iniciada quando
o FVIII exdgeno ¢ endocitado e degradado dentro de uma
célula apresentadora de antigenos (APC) e peptideos ligados
a moléculas do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) de classe II sdo apresentados as células T CD4+.
Adicionalmente, fragmentos peptidicos de moléculas de FVIII
intracelulares, sintetizadas em pequena quantidade pelo
paciente, podem ser apresentadas via MHC de classe I. O
reconhecimento deste complexo peptideo/MHC pelas células
T induz ativagdo e expansao clonal. Citocinas secretadas pelo
clone de célula T expandido induzem a sintese de anticorpos
inibidores do FVIII pelas células B.* Esta resposta imune ao
FVIII ¢ considerada policlonal e também heterogénea na sua
especificidade.’ Os inibidores do FVIII s3o imunoglobulinas
policlonais principalmente da subclasse IgG4, cuja sintese ¢
direcionada por células T CD4+ especificas para o FVIIL!
Entretanto, subclasses IgG1 e IgG2 estdo também usualmente
presentes nas populagdes de anticorpos anti-FVIII. Estes
dados sugerem que os inibidores do FVIII estdo associados
com uma combinagao de respostas Th1/Th2."

Natureza dos anticorpos inibidores do FVIII

Pouco se conhece sobre a etiologia do desenvolvimento
dos inibidores de FVIII. No entanto, embora o mecanismo da
produgdo dos anticorpos ainda ndo esteja completamente
elucidado, acredita-se que ha dois fatores importantes
relacionados ao paciente: tipo de mutacao no gene do FVIII
e competéncia da resposta imune. O grupo com maior risco
de produzir anticorpos anti-FVIII ¢ aquele em que os
individuos apresentam maiores alteragdes no gene, tais como
mutacdes sem sentido, inversdes ou grandes delec¢des,'>!?
provavelmente devido a auséncia de FVIII circulante e a falta
de aquisi¢ao da tolerancia imunologica. A auséncia do FVIII
impede a selecdo das células T auto-reativas no timo que se
inicia no final do primeiro trimestre do desenvolvimento
embrionario. Como consequéncia, o FVIII ex6geno usado na
terapia de reposi¢do na hemofilia A é visto como proteina
estranha e desencadeia uma resposta imune.'* Existe a sus-
peita de uma interacdo entre predisposi¢do genética e condi-
¢des ambientais ou exdgenas como fator de risco para de-
senvolver inibidores. Em resumo, as condigoes preeexistentes
as quais parecem influenciar o desenvolvimento de anti-
corpos incluem: o tipo e a gravidade da hemofilia, a etnia do
paciente, o gen6tipo da hemofilia e o imunofenotipo.'* A pre-
disposi¢ao genética para o desenvolvimento de inibidores
anti-FVIII ¢ demonstrada por estudos familiares. Nos regis-
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tros da MIBS (Malmé International Brother Study) foram
encontrados mais membros de uma mesma familia com
inibidor do que poderia ser explicado por uma chance
casual.'* Semelhantes observag¢des foram feitas em outros
relatos.'”!'® Também o risco para um individuo desenvolver
inibidores ¢ trés vezes maior em familias com prévia historia
de inibidores. A concordancia geral dentro das familias ¢
alta, mas ha uma clara tendéncia para os gémeos mostrarem
um grau maior de concordancia (68%) que outros membros,
indicando a existéncia de predisposi¢ao genética. Fatores
ambientais, tais como infecgoes e o tipo de tratamento, influ-
enciam a resposta imune e, portanto, o risco de desenvolver
inibidores em cada familia. Entretanto, ¢ improvavel que
estes fatores ndo genéticos por si proprios possam explicar
a concordancia encontrada. A incidéncia de inibidores ¢
maior em afrodescendentes, o que suporta a teoria de que
pessoas deste grupo, por alguma razao, sdo geneticamente
mais predispostas a desenvolver inibidores. Interessan-
temente, uma maior incidéncia de outras doengas associadas
com defeitos no sistema imune também tem sido reportada
em individuos negros, tais como lipus sistémico eritre-
matoso e alguns tipos de linfoma de célula T ndo Hodgkin.'**
Os mecanismos subjacentes podem diferir, mas estas
observagdes sugerem que devem haver diferencas funda-
mentais na resposta imune que podem estar baseadas em
marcadores genéticos.

Dentre os fatores de risco ndo genéticos para desen-
volver o inibidor, o mais controverso ¢ o papel do tipo de
produto usado no tratamento dos pacientes. Especificamente,
¢ bastante debatido os riscos relativos do FVIII recombinante
ou derivado do plasma para induzir a formagao do anticorpo.'s
Recentemente, um estudo mostrou que o uso terapéutico de
FVIII recombinante aumenta em cerca de 2,4 vezes o risco de
desenvolver inibidores se comparado com o uso de FVIII
derivado do plasma.?' Outras situa¢des ambientais devem
modificar a predisposi¢do genética para desenvolver o
inibidor: o local de hemorragias frequentes; a coexisténcia de
inflamagdo; a intensidade de reposi¢ao do fator; o estado
nutricional.’® Adicionalmente, o risco de desenvolver inibi-
dores aumenta com o inicio precoce de terapia com FVIIIL.

Influéncia de genes da resposta imune

A resposta imune humoral, responsavel pela produgao
de anticorpos, requer células apresentadoras de antigeno,
nas quais peptideos de antigenos especificos sdo apre-
sentados na superficie de moléculas MHC aos receptores de
células T. Os genes das moléculas de MHC sdo altamente
polimérficos. Por esta razio, a formagao de anticorpos inibi-
dores em pacientes com hemofilia A poderia estar associada
aos polimorfismos encontrados nestes genes. No entanto,
alguns estudos indicam que a resposta imune desses
pacientes ¢ fracamente associada aos polimorfismos de
MHC?*% ¢ outros foram inconclusivos. Em outro estudo foi

relatado que, embora o perfil de MHC classe II possa consti-
tuir um fator de risco fraco para o desenvolvimento de
inibidores, a associagdo entre MHC e a formagao de inibidores
de FVIII ¢ diferente entre grupos étnicos.” Tais dados po-
dem ser uteis no reconhecimento de grupos de alto risco
para a possivel formagao de inibidores nas diferentes popu-
lagdes.

Portanto, além das mutag¢des no gene do FVIII, os genes
envolvidos na resposta imune sao candidatos moleculares
como determinantes imunogenéticos na predisposi¢do para
o desenvolvimento de inibidores. Tais genes candidatos
seriam os das classes de MHC e de citocinas.”® Alguns autores
sugerem que o estudo de fatores genéticos relacionados a
resposta imune, subpopulagdes de linfocitos (Thl, Th2) e a
caracterizagdo de suas citocinas sdo linhas de pesquisa
relevantes nos pacientes que produzem esses anticorpos anti-
FVIIL»

Polimorfismos nos genes de citocinas

O perfil de produgao de citocinas tem uma predisposi-
¢do genética que pode contribuir com as diferengas interin-
dividuais na resposta imune.’** Estudos mostraram que
polimorfismos na regido regulatéria e intronica de varias
citocinas estdo associados com a produgao diferencial des-
tas,***% e que certos polimorfismos estdo associados a doen-
¢as.”! Polimorfismos na regido promotora podem influenciar
a ligacdo de fatores de transcri¢do, aumentando ou diminuin-
do a produgdo de RNA mensageiro (RNAm) e, entdo, regu-
lando a produgdo de citocinas.

Algumas citocinas possuem multiplos polimorfismos,
embora nem todos estejam associados com alteragdes reais
na sua transcri¢ao. Investiga¢des prévias t€ém demonstrado
a associagao entre polimorfismos genéticos de citocinas e a
aptogénese da doenga, incluindo infec¢des,** alergias**
e doengas autoimunes. 36464748

A interleucina-10 (IL-10) ¢ uma importante citocina
pleiotrépica com fungdes antiinflamatoria e estimuladora
de linfocitos B. A expressao de IL-10 ¢é altamente controla-
da. O gene desta citocina (Gen Bank Ul6720) apresenta
diferentes haplotipos (IL-10-1082 G/A, -819 T/C, -592 A/C)
associados com baixa ou alta produgao da citocina. A pro-
ducdo diferencial de IL-10 esta associada a trés haplotipos:
(GCC/ATA/ACC). Especificamente, o alelo -1082 G esta as-
sociado a maior produgao de IL-10, enquanto o alelo -1082 A
estd associado a baixos niveis de IL-10. Assim, o haplotipo
GCC/GCC esta associado com maior produgdo de IL-10,
enquanto GCC/ATA e GCC/ACC estdo associados com pro-
dugdo intermediaria e ATA/ATA, ATA/ACC e ACC/ACC
com baixa produgdo.* Recentemente foi identificada corre-
lagdo positiva de um microssatélite CA na regido promotora
do gene de IL-10 com o aumento da produgdo de inibidores
anti-FVIII em pacientes com hemofilia A severa.*® Neste
contexto, o nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido
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projeto para identificagdo de polimorfismos em genes de
algumas citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e TNF-ot) que estejam
associados a producao de inibidores de FVIII em pacientes
com HA.

Tratamento das crises hemorragicas na presenca
do inibidor

Constitui-se um desafio terapéutico tratar episodios
hemorragicos de portadores de hemofilia A que apresentam
inibidores. Algumas alternativas terapéuticas foram desen-
volvidas para diminuir as complica¢des que surgem da pre-
senga desses inibidores. O uso de concentrado de complexo
protrombinico (PCCs) ou concentrado de complexo pro-
trombinico ativado (APCCs) podem estimular a formagao de
um coagulo e parar a hemorragia e superar o requerimento do
FVIIL.* No entanto, este tipo de terapia apresenta limitagdes,
pois frequentemente pode causar excesso de coagulag@o.
Além disso, estes produtos contém pequenas quantidades
de FVIII e maiores quantidades de FIX, podendo também
estimular nova produg@o de anticorpos tanto para o FVIII na
hemofilia A quanto para o FIX na hemofilia B. Alternativa-
mente, a administragdo de fator VII ativado (FVIla) humano
recombinante (bypassing agent) é outra alternativa de tera-
pia para pacientes com inibidor.’' Este produto tem um curto
tempo de agdo e multiplas doses sdo necessarias a cada 2-4
horas para controlar a hemorragia. Alguns grupos tém relata-
do o tratamento de pacientes com altos titulos de inibidor
(anti-fator V e anti-FVIII) utilizando métodos extracorporeos
de retirada de anticorpos.®** Entretanto, as metodologias de
retirada extracorporea dos inibidores do FVIII ndo sdo espe-
cificas para estas imunoglobulinas e promovem a retirada de
moléculas de anticorpo da circulagdo importantes para ou-
tras respostas imunes. Adicionalmente, em alguns casos, o
individuo pode perder proteinas plasmaticas essenciais,
como a albumina. Além destes tratamentos considerados con-
vencionais, nos ltimos anos surgiu a possibilidade de trata-
mento dos pacientes através de deplegao de linfocitos B.
Este tratamento foi primeiramente recomendado para pacien-
tes com estagio I1I-IV de linfoma folicular quimiorresistentes,
mas, principalmente em paises desenvolvidos, tem sido utili-
zado para o tratamento de pacientes com hemofilia A e inibi-
dores de FVIIL.* A metodologia consiste de infusdes intra-
venosas de rituximab (anticorpos monoclonais anti-CD20)
que se liga as células B e iniciam um processo de lise celular
(via sistema do complemento ou apoptose).’”*® Esta opgao
de tratamento tem se mostrado bastante eficiente ¢ uma grande
quantidade de estudos relaciona a sua eficacia no tratamen-
to de anticorpos inibidores de FVIII em individuos com
hemofilia adquirida.>** Entretanto, notificagdes de reagoes
adversas relacionadas ao uso do medicamento tém sido emi-
tidas e casos de sindrome de liberagdo excessiva de citocinas
com resultado fatal ja foram relatados.®® Desta forma, estu-
dos clinicos ainda devem ser realizados para se obterem mais

informagdes sobre o uso deste tipo de tratamento neste gru-
po de individuos.

Perspectivas de tratamento

Nas duas ultimas décadas, comegaram a surgir proto-
colos que visam a indugdo de tolerdncia imune com infusdes
regulares do FVIII por um periodo de semanas a anos com ou
sem imunossupressao farmacologica.*%° Entretanto, este tipo
de tratamento consome tempo e ¢ de alto custo, dificultando
sua aplicagdo em paises subdesenvolvidos ou em desenvol-
vimento.® A redu¢do da concentracdo de inibidores por
plasmaférese tem sido uma tentativa prévia a administragao
de FVIII na fase aguda da doenga. Porém, como ja menciona-
do, este método nao tem recebido uma aprovagao geral, em
parte devido as limitagdes na quantidade de plasma que pode
ser trocado sem a perda de proteinas essenciais.

Embora haja muitas opgdes terapéuticas e esses tra-
tamentos tenham realmente melhorado o manejo médico da
hemofilia em casos em que os inibidores estdo presentes,
nao foi ainda atingido o objetivo principal para a terapia: a
neutralizag@o especifica da resposta imune ao FVIII ou a
eliminagdo eficiente dos anticorpos do plasma. Portanto,
mostra-se crucial a necessidade do desenvolvimento de uma
solugdo terapéutica que extraia do plasma apenas inibidores
do FVIII ou iniba sua formagao. Recentemente foram
descritas experiéncias baseadas no bloqueio da atividade
deletéria dos anticorpos por peptideos de baixo peso
molecular construidos para mimetizar os epitopos reco-
nhecidos pelos anticorpos anti-FVIII na tentativa de res-
taurar a atividade procoagulante normal por impedir a
ligagdo dos anticorpos ao FVIIL’

A respeito da possibilidade de mapear os diferentes
epitopos reconhecidos pelos inibidores do FVIII dos pacien-
tes, varios estudos revelaram que o padrao de reatividade do
anticorpo € policlonal, direcionado contra multiplos locais
situados no FVIII e tinico para cada inibidor do plasma in-
vestigado.® Todavia, estudos mostraram que os inibidores
reconhecem sitios de ligagao restritos, predominantemente,
nos dominios A2, C2 ¢ A3 da molécula de FVIII. Recentemen-
te, um grupo de pesquisadores atestou, pela técnica de Spot,
que a cadeia leve do FVIII ¢ reconhecida por uma variedade
maior de anticorpos ¢ sugere que o dominio C1 ¢ o mais
imunogénico.®7

A maioria dos inibidores que reconhecem a cadeia leve
da molécula de FVIII se liga ao dominio C2,%7! que possui
dois sitios de reconhecimento bem caracterizados. Estes anti-
corpos impedem a ligagdo do FVIII ativado ao FvW e aos
fosfolipidios de membrana, impedindo a formagao do com-
plexo tenaz.” O dominio C2 possui 21 residuos de amino-
acidos que sao conhecidos sitios de delegdes pontuais res-
ponsaveis pela inativagdo do FVIII sintetizado.” Além de
mutagdes pontuais, as mutagdes sem sentido no dominio C2
aumentam em quatro vezes a chance de desenvolvimento de
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inibidores (17,7% dos pacientes).” Tal fato sugere que este
dominio em particular ¢ mais imunogénico que os demais,
principalmente por possuir grandes al¢as expostas na super-
ficie da molécula.

Como a resposta imune ao FVIII ¢ direcionada princi-
palmente aos epitopos dos dominios A2, C2 e A3 da molé-
cula, é provavel que, com um numero razoavel de peptideos,
seja possivel reconstituir o perfil de reatividade dessa res-
posta imune. Recentemente, nosso grupo de pesquisa de-
senvolveu nove peptideos que mimetizam epitopos na su-
perficie do dominio C2 do FVIII que podem ser reconheci-
dos pelos inibidores.” Os resultados alcanc¢ados evidenci-
am a importancia de pesquisas que visam entender o meca-
nismo de formagao dos inibidores e que possam comegar a
elucidar uma nova tecnologia para retirada especifica dos
anticorpos inibidores do FVIII do plasma de pacientes com
hemofilia A.

Abstract

Hemophilia A, which affects 1-2:10,000 live-born male neonates,

is a genetic coagulopathy with recessive inheritance linked to the X
chromosome. These individuals have low concentrations or no

coagulation factor VIII (FVIII) in the plasma and suffer from mild,

moderate and severe bleeding depending on the circulating FVIII
activity. These patients need frequent protein infusions and
approximately 30% of them develop alloantibodies against the
exogenous protein. Anti-FVIII antibody synthesis initiates when

the exogenous FVIII is internalized by antigen presenter cells,

degraded and presented to CD4+ T-cells as peptides associated to

the class II major histocompatibility complex (MHC). Some risk
factors (patient/treatment) may be related to the development of this

immune response. Thus, FVIII gene mutations and polymorphisms

of genes involved in immune response are molecular candidates of
immunogenic determinants in the predisposition for inhibitor
development. As it is not fully understood and controlled, the
development of immune response against FVIII constitutes a major
problem in the treatment of hemophilia A which aims at minimizing
the deleterious consequences. Some therapeutic alternatives have
been effective (anti-CD20, plasmapheresis, prothrombin complex
concentrates, activated prothrombin complex concentrates, human

activated factor VII), but removal or neutralization of specific
anti-FVIII inhibitors has not been achieved yet. Rev. Bras. Hematol.

Hemoter.

Key words: Hemophilia A, inhibitors,; factor VIII; immunology.
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