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“ In Judging our progress as individuals, wetend to concentrate on external factors 

such as one’s social position, influence and popularity, wealth and standard of 

education... but internal factors may be even more crucial in asssessing one’s 

development as a human begning: humility, purity, generosity, absence of vanity, 

readiness to serve your fellow men 

- qualities within the reach of every human soul” 

Nelson Mandela in a letter to Winnie Madikizela Man dela, 1977 
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RESUMO  

A Indução de Tolerância Imunológica (ITI) é o tratamento de escolha para erradicação de 

inibidores de fator (F) VIII em pacientes com hemofilia A. No entanto, 30% destes pacientes 

não atingem tolerância ao FVIII. Além disso, o custo do protocolo de ITI em paciente com falha 

pode ser até 3 vezes maior quando comparado a ITI com sucesso. A identificação de 

marcadores biológicos de bom/mau prognósticos auxiliam na prática clínica e na 

compreensão do mecanismo do inibidor. O objetivo deste estudo foi caracterizar o mecanismo 

de tolerância imunológica ao FVIII em pacientes submetidos a ITI. O estudo foi desenvolvido 

em duas fases, a primeira incluiu um coorte prospectivo longitudinal e a segunda um coorte 

transversal com um número maior de pacientes para confirmar os resultados obtidos na 

primeira fase. Foram avaliados anticorpos inibitórios e subclasses de imunoglobulinas (Ig) 

anti-FVIII. Citocinas intracitoplasmáticas em células CD4+ e CD19+ após estímulo com FVIII 

recombinante. A frequência de células T de função efetora/reguladoras e a caraterização de 

diferentes perfis de células, imaturas, memória, secretoras de IgG4 e reguladoras. Os 

resultados destas avaliações foram correlacionados com o desfecho clínico da ITI. Na primeira 

fase deste estudo, quatro pacientes foram acompanhados durante cinco anos de ITI, três 

obtiveram sucesso e um evoluiu com falha. Durante este período apenas a IgG4-FVIII 

apresentou modulação para a presença de inibidor de FVIII e foi persistente para o paciente 

que falhou. A produção de CD4+ IL-21 e CD19+ IL-10 apresentou modulação diferenciada 

entre os pacientes com falha e sucesso. A frequência de célula CD4+Foxp3+ foi quase 

indetectável para os quatro pacientes no início da ITI, com recuperação para valores normais 

quando os pacientes atingiram sucesso. Na segunda fase do estudo, 23 pacientes foram 

avaliados de acordo com desfecho clínico. A IgG4-FVIII persistiu com diferença significativa 

entre os grupos e com alta correlação com inibidor ao FVIII. A frequência de células T 

CD4+Foxp3+ também apresentou diferença significativa com resultados mais baixos para os 

pacientes com falha, o que confirma os achados iniciais. Para o perfil de células B CD19+ 

houveram diferenças significativas para as secretoras de IgG4, CD19+ CD24- CD38hi, que foi 

mais frequente para os pacientes com falha. As células B reguladoras CD19+ CD24hi CD38hi 

demostraram exercer função de supressão de células T efetoras CD4+ produtoras de IL-10. 

Foi observado como mau prognóstico para a ITI, a presença de IgG4-FVIII, os altos níveis de 

células B CD19+ CD24- CD38hi e baixa frequência de células T reguladora. Enquanto as 

células B reguladoras CD19+ CD24hi CD38hi desempenharam um papel de supressão em 

células CD4+ IL-10+, as quais parecem estar associadas à produção de IgG4 pelas células B. 

Estes resultados em conjunto refletem um papel central da IgG4 e abre novas vertentes para 

o entendimento do mecanismo do inibidor, bem como na identificação de fatores prognósticos 

que facilitam a prática clínica em benefício ao paciente.  

Palavras-chave:  hemofilia A, fator VIII, inibidores, indução de imunotolerância (ITI) 

  



ABSTRACT 
 

Induction of Immune Tolerance (ITI) is the treatment of choice to factor (F) VIII inhibitors 

eradication in patients with hemophilia A. However, 30% do not reach tolerance to FVIII 

protein. In addition, the cost of protocol in patient who failed to ITI can be up to 3 times greater 

when compared to ITI successfully. The identification biological markers of ITI prognostic helps 

in clinical practice and to understand the mechanism of the inhibitor. The objective of this study 

was to characterize the mechanism of immunological tolerance to FVIII in patients submitted 

to ITI. The work was developed in two phases, the first one a prospective longitudinal cohort 

study and the second one a cross-sectional cohort study with a larger number of patients to 

confirm the results obtained in the first phase. We evaluated, inhibitory antibodies and IgG-

FVIII immunoglobulin subclasses, intracytoplasmic cytokines in CD4+ and CD19+ cells after 

stimulation with recombinant FVIII. The frequency of effector and regulatory T cells and the 

characterization of different B cell profiles, naïve, memory, IgG4 secreting and regulatory. The 

results of these evaluations were correlated with the clinical outcome of ITI. In the first phase 

of this study, 4 patients were followed up for five years of ITI, 3 with success and 1 with failure. 

During this time only IgG4-FVIII showed modulation for the FVIII inhibitor, and was persistent 

for the patient who failed. The production of CD4+ IL-21 and CD19+ IL-10 presented different 

modulation for patients with failure and success. The CD4+ Foxp3+ cells frequency was almost 

undetectable for the four patients at the beginning of ITI, with recovery to normal levels when 

the patients achieved success. In the second phase of the study, 23 patients were evaluated 

according to clinical outcome. IgG4-FVIII persisted with significant difference between the 

groups and with high correlation with FVIII inhibitor. The frequency of CD4+ Foxp3+ T cells also 

showed a significant difference with lower results for patients with failure, which confirms the 

initial findings. For the CD19+ B cell profile, there was a significant difference for IgG4 relese 

cells, CD19+ CD24- CD38hi, which was more frequent for patients with failure. The regulatory 

B cells CD19+ CD24hi CD38hi were shown a suppressive function in CD4+ effector T cells which 

produce IL-10. The presence of IgG4-FVIII, the high levels of CD19+ CD24- CD38hi B cells and 

low frequency of regulatory T cells, present poor prognostic for ITI. While CD19+ CD24hi CD38hi 

regulatory B cells played a suppressive role in CD4+ IL-10+ cells, interleukine which in recent 

research have been shown to be associated with the production of IgG4 in B cells. These 

results together reflect a central role of IgG4 and opens news paths for the understanding of 

the mechanism of the inhibitor, as well as in the identification of prognostic factors that facilitate 

the clinical practice to benefit the patient. 

 

Keywords:  hemophilia A, factor VIII, inhibitors, Induction of Immune Tolerance (ITI) 

  



RESUMEN 

La inducción de tolerancia inmunitaria (ITI) es el tratamiento de elección para la erradicación 

de los inhibidores de factor (F)VIII en pacientes con hemofilia A. Sin embargo, el 30% de estos 

pacientes no alcanzan la tolerancia a la proteína FVIII. Además, el costo del protocolo en 

pacientes que no lograron ITI puede ser hasta 3 veces mayor en comparación con ITI con 

éxito. La identificación de marcadores biológicos de pronóstico bueno / malo ayuda en la 

práctica clínica y en la comprensión del mecanismo del inhibidor. El objetivo de este estudio 

fue caracterizar el mecanismo de tolerancia inmunológica al FVIII en pacientes sometidos a 

ITI. El trabajo se desarrolló en dos fases, la primera un estudio prospectivo de cohorte 

longitudinal y la segunda un estudio de cohorte transversal con un mayor número de pacientes 

para confirmar los resultados obtenidos en la primera fase. Se evaluaron los anticuerpos 

inhibidores y las subclases de inmunoglobulina IgG-FVIII, las citocinas intracitoplásmicas en 

células CD4+ y CD19+ después de la estimulación con FVIII recombinante. La frecuencia de 

células T efectoras y reguladoras y la caracterización de diferentes perfiles de células B, 

ingenuas, de memoria, de secreción de IgG4 y regulatorias. Los resultados de estas 

evaluaciones se correlacionaron con el resultado clínico de la ITI. En la primera fase de este 

estudio, 4 pacientes fueron seguidos durante cinco años de ITI, 3 con éxito y 1 con fracaso. 

Durante este tiempo, solo IgG4-FVIII mostró modulación para el inhibidor de FVIII, y fue 

persistente para el paciente que fracasó. La producción de CD4+ IL-21 y CD19+ IL-10 presentó 

modulación diferente para pacientes con fracaso y éxito. La frecuencia de células CD4+ 

Foxp3+ era casi indetectable para los cuatro pacientes al comienzo de la ITI, con una 

recuperación a niveles normales cuando los pacientes alcanzaron el éxito. En la segunda fase 

del estudio, 23 pacientes fueron evaluados según el resultado clínico. IgG4-FVIII persistió con 

una diferencia significativa entre los grupos y con una alta correlación con el inhibidor de FVIII. 

La frecuencia de células CD4+ Foxp3+ T también mostró una diferencia significativa con 

resultados más bajos en pacientes con fracaso, lo que confirma los hallazgos iniciales. Para 

el perfil de células CD19+ B, hubo una diferencia significativa para las células liberadas de 

IgG4, CD19+ CD24- CD38hi, que fue más frecuente en los pacientes con fracaso. Las células 

B reguladoras CD19+ CD24hi CD38hi mostraron una función supresora en las células T 

efectoras CD4+ que producen IL-10. La presencia de IgG4-FVIII, los altos niveles de células 

B CD19+ CD24- CD38hi y la baja frecuencia de células T reguladoras, presentan un mal 

pronóstico para la ITI. Mientras que las células B reguladoras CD19+ CD24hi CD38hi 

desempeñaron un papel supresor en las células CD4+ IL-10+, se ha demostrado que la 

interleucina está asociada con la producción de IgG4 en las células B. Estos resultados juntos 

reflejan un papel central de IgG4 y abren nuevos caminos para la comprensión del mecanismo 

del inhibidor, así como en la identificación de factores pronósticos que facilitan la práctica 

clínica para beneficiar al paciente.  

Palabras clave:  hemofilia A, factor VIII, inhibidores, inducción de tolerancia inmunológica (ITI) 
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1. INTRODUÇÃO  
 

1.1. Hemofilia A e o desenvolvimento de inibidores de FVIII 
 

“Before you today stands a 60- year- old man with haemophilia. I have a wife and 

a cat, I enjoy life and I continue to work. Nevertheless, I have the sequelae of a 60- year- 

old man with haemophilia who was not treated successfully for the first 20 years of his 

life. In retrospect I can only wish that ITI therapy had been available 20 years earlier” 

-Terkel Andersen, severe hemophilia. 

 

A hemofilia A é um dos distúrbios hemorrágicos hereditários mais comuns e afeta 

1 em 5.000 a 10.000 meninos nascidos vivos em todo o mundo. Esta doença é ligada 

ao cromossomo X e é causada por uma deficiência do fator (F) VIII da coagulação. 

Portanto, a hemofilia é uma doença com herança ligada ao sexo e afeta quase que 

exclusivamente indivíduos do sexo masculino, enquanto que as mulheres portadoras 

são habitualmente assintomáticas. A apresentação clínica depende diretamente da 

atividade coagulante residual do fator, sendo caracterizada por sangramentos intra-

articulares (hermatroses), hemorragias musculares ou em outros tecidos ou cavidade. 

Pacientes com atividade coagulante FVIII inferior a 1% (< 1 UI/dl) do normal são 

classificados como graves apresentando sangramentos espontâneos, pacientes com 

atividade coagulante do FVIII entre 1% a 5% (1 UI/dl a 5 UI/dl) são classificados como 

moderados e também podem apresentar sangramentos espontâneos, porém com 

menor frequência que os graves. Pacientes com atividade coagulante do FVIII maior 

que 5% e menor que 40% (5 UI/dl a 40 UI/dl) são classificados como leves e 

normalmente apresentam sangramento somente após traumas e/ou procedimentos 

invasivos ou cirúrgicos (1). 

O tratamento da hemofilia A é baseado na reposição da proteína deficiente, ou 

seja, infusões intravenosas de produtos contendo FVIII para prevenir ou tratar os 

eventos hemorrágicos. A doença tem uma longa história, na qual as opções de 

tratamento melhoraram consideravelmente, evoluindo de transfusão de sangue total 

para crioprecipitado, seguido de concentrados de fator VIII derivados de plasma humano 

(pdFVIII), concentrados de FVIII recombinantes (rFVIII), e mais recentemente produtos 

com uma meia vida prolongada(2) e mesmo anticorpos monoclonais capazes de 

compensar a deficiência da atividade do FVIII em gerar trombina (3). Durante essa 

evolução, muitos problemas e desafios tiveram de ser superados, dos quais a prevenção 

da transmissão viral, como o vírus da imunodeficiência humana (HIV) e o vírus da 
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hepatite C (HCV), por produtos derivados do plasma é um dos exemplos mais notáveis 

(4).  

Atualmente, a complicação remanescente e desafiadora no tratamento da 

hemofilia é a formação de anticorpos neutralizantes contra o FVIII, os chamados 

“inibidores”. O desenvolvimento de inibidor ocorre em aproximadamente 30% de todos 

os pacientes com hemofilia A grave e 5% de todos os pacientes com hemofilia A 

moderada ou leve (5). No Brasil, o diagnóstico de inibidor em pacientes com hemofilia 

é ainda um desafio, o que gera informações frágeis quanto a prevalência de inibidores 

em pacientes com hemofilia A no país. De acordo com o último registro do ministério da 

saúde em 2016, no Brasil, 77,93% (7.680/9.855) dos pacientes com hemofilia A, foram 

testados para inibidor(6). No entanto, com teste de triagem (TTPA), que além de 

apresentar alto grau de imprecisão e não ser mais utilizado pelos laboratórios 

considerados de referência na qualidade dos dados gerados, o teste também apresenta 

apenas dados categórigos como positivo e negativo, sem quantificar ou classificar o 

inibidor. Neste contexto, 6,11% (602/10.123) dos pacientes com hemofilias A 

apresentaram resultados positivos.  

Os inibidores são aloanticorpos, em sua maioria imunoglobulinas(Ig) da classe 

IgG, que neutralizam a atividade coagulante do FVIII. A presença dos inibidores dificulta 

a indução da hemostasia através da reposição do concentrado de FVIII, levando a 

hemorragias de difícil controle. O inibidor também leva a um aumento significativo da 

morbidade e um impacto negativo na qualidade de vida destes indivíduos (7).  

A quantificação do inibidor é realizada pela titulação deste anticorpo através da 

avaliação do efeito do anticorpo em uma fonte estável da proteína do FVIII. Portanto, é 

uma avaliação indireta que avalia a quantidade de FVIII residual após a ação do 

anticorpo neutralizante. A primeira metodologia com nível de padronização apropriado 

foi definida na cidade de Bethesda, nos Estados Unidos. Assim por definição, uma 

unidade Bethesda corresponde a quantidade de anticorpo capaz de neutralizar 50% da 

proteína de FVIII por mililitro (8). 

Os inibidores são classificados em alto ou baixo respondedor de acordo com o 

título e histórico de inibidor, esta classificação é importante para o tipo de tratamento ao 

qual o paciente será submetido (1). Os pacientes que apresentam histórico de inibidor 

com valores sempre abaixo de 5 Unidades Bethesda por mililitro (UB/ml), são 

classificados como baixos respondedores, já os pacientes que mantêm títulos de inibidor 

sempre acima de 5 UB/ml, ou que embora possam apresentar eventualmente título 

inferior a 5 UB/ml, mas ao serem expostos ao FVIII, apresentam resposta anamnésica, 

com elevação do título acima de 5 UB/ml, são considerados altos respondedores (1). 
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A presença de inibidor é uma complicação grave, pois as alternativas de 

tratamento nessa situação, além de não serem capazes de garantir hemostasia 

eficiente, são de alto custo. Pacientes que desenvolvem inibidores apresentam custo 

três vezes mais elevado quando comparado a um paciente sem histórico de inibidor (9). 

No Brasil, o tratamento de primeira linha para episódios de sangramento leve a 

moderado em pacientes com hemofilia e inibidores são, concentrado de complexo 

protrombínico ativado (CCPa) e concentrado de fator VII ativado recombinante (rFVIIa). 

Ozelo e cols. em 2007, demostraram que o custo médio para o tratamento de 

sangramentos em pacientes com inibidores no país, (da iniciação ao controle completo 

do sangramento) em média é de US$ 13,500 (CPPa) e US$ 7,590 (rFVIIa) por paciente 

(10).  

 

1.2. Protocolo de Indução de Tolerância Imunológica  ao FVIII 
 

Atualmente, o protocolo de indução de tolerância imune (ITI) é a única alternativa 

para se eliminar os anticorpos inibitórios. Este protocolo consiste na exposição contínua 

do paciente ao FVIII, na tentativa de criar uma tolerância do paciente à proteína. Há 

muitos protocolos disponíveis para ITI e a taxa de sucesso entre estes protocolos está 

em torno de 70% no caso da hemofilia A (11)(12). A observação que a adminsitração 

de altas doses de concentrado de FVIII poderia levar à erradicação de inibidores foi 

observada pela primeira vez entre 1974 e 1975 no Centro de Hemofilia da Universidade 

de Bonn, Bonn, Alemanha. Uma criança de um ano e meio com sangramentos 

recorrentes apresentou sangramento no braço, ombro e tórax direito e o seu título de 

inibidor foi > 500 UB/ml. Esta criança foi tratada com uma combinação de FVIII 100 UI/kg 

de peso corporal duas vezes por dia e CCPa 50 UI/kg duas vezes por dia. Após três 

semanas de tratamento contínuo, o sangramento cessou e seu título de inibidor diminuiu 

para 40 UB/ml. Com o sucesso deste tratamento, outros pacientes foram tratados da 

mesma maneira (13). 

Nos últimos 40 anos, o protocolo de ITI salvou muitas vidas e milhares de 

articulações. Após o tratamento bem-sucedido de vários pacientes, este tratamento 

ficou conhecido como o “protocolo de Bonn”, que consistiu em altas doses de 

concentrado de FVIII e CCPa administrados duas vezes ao dia. Desde a introdução do 

protocolo de Bonn, algumas variações foram propostas (13). A proposta de protocolo da 

Universidade da Carolina do Norte, nos Estado Unidos foi usar CCPa apenas se 

necessário devido as considerações financeiras. O protocolo foi utilizado pela primeira 

vez em um paciente de 41 anos com artropatia hemofílica grave com inibidor de alto 

título que foi tratado com concentrado de FVIII 100 UI/kg duas vezes ao dia. Apenas 
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uma dose de 75 UI/kg de CCPa foi necessária em 11 semanas de tratamento para 

controlar um sangramento no cotovelo direito. Embora o inibidor não tenha 

desaparecido completamente, o paciente alcançou níveis terapêuticos de FVIII e foi 

capaz de realizar cirurgias ortopédicas de grande porte(14). O Protocolo de van Creveld 

na Holanda foi uma proposta de protocolo com baixas doses de FVIII (25 a 50 UI/kg três 

vezes por semana) como uma alternativa de redução de custos do tratamento(15). 

Vários grupos de estudo relataram que a taxa de sucesso foi aproximadamente 

equivalente àqueles obtidos com o protocolo padrão de alta dose de FVIII. O protocolo 

de Malmö propôs a adição de imunossupressores aos concentrados de FVIII. Pacientes 

com concentração de anticorpos inferior a 3 unidades de Malmö (aproximadamente 10 

UB/mL) são tratados com um protocolo que combina concentrado de FVIII, 

ciclofosfamida e imunoglobulina intravenosa em altas doses. No primeiro uso relatado 

do protocolo de Malmö, nove dos 11 pacientes (82%) alcançaram a erradicação do 

inibidor(16). Por último o protocolo de Frankfurt propôs o uso de concentrado de FVIII 

derivado de plasma (pdFVIII) com pureza intermediária, ou seja, contendo fator de von 

Willebrand (FVW). Em 1993, 18 dos 21 pacientes (91%) atingiram a erradicação bem-

sucedida do inibidor com um regime de ITI usando pdFVIII de pureza intermediária(17). 

Após a substituição por rFVIII a taxa de sucesso diminuiu para 38% (6/16 pacientes). 

Nesta mesma avaliação 8/10 pacientes que falharam na terapia inicial de ITI com 

concentrado rFVIII alcançaram tolerância quando mudaram para um produto pdFVIII de 

pureza intermediária(17). Contudo, outros estudos sugerem que os concentrados de 

FVIII de pureza intermediária e recombinantes não diferem em relação à sua capacidade 

de induzir tolerância imunológica. Em geral nos estudos de terapia ITI, a taxa de sucesso 

com o uso de FVIII recombinate é de 72%(18)(19)(20)(21)(22), enquanto que para 

produtos de FVIII com pureza intermediária as taxas de sucesso foram em torno de 

75%(18)(20)(21)(23). A capacidade dos concentrados de FVIII com e sem o FVW induzir 

tolerância imunológica é o assunto de um estudo aberto prospectivo, randomizado, 

controlado e em pacientes com inibidores de alta resposta e mau prognóstico para o 

sucesso de ITI (ClinicalTrials.gov identifier: NCT01051544). 

Uma questão importante que deve ser considerada quanto ao sucesso e falha 

nos protocolos de ITI são os defeitos moleculares e o tipo de HLA para o 

desenvolvimento dos inibidores. As decisões relativas ao tratamento de pacientes com 

hemofilia com inibidores são em sua maioria baseadas nos resultados de estudos 

comparativos ou randomizados e no geral discutem, concentrados de alta dose vs. baixa 

doses de FVIII, uso de pdFVIII vs. rFVIII. No entanto, existem discussões sobre a 

validade dos estudos comparativos do tratamento com inibidores devido ao defeito 

específico na molécula de FVIII e o tipo de antígeno leucocitário humano (HLA) de cada 
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indivíduo com hemofilia. Sabemos que estas questões são determinantes para o 

desenvolvimento do inibidor, não como variáveis independentes, mas como variáveis 

co-dependentes (24). Existe uma grande variabilidade no sistema HLA. O complexo do 

gene HLA residente no cromossomo 6 contém moléculas de Classe I, Classe II e Classe 

III, HLAs correspondendo ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) Classe 

II são o foco principal porque peptídeos exógenos como FVIII são processados através 

de mecanismos da Classe II. Os genes HLA são altamente polimórficos, cada gene tem 

uma subunidade alfa e beta e muitos alelos diferentes. Considerando todas as 

combinações juntas, há 6,2 x 1012 combinações diferentes só da Classe II. Assim, cada 

paciente incluído em um estudo ITI tem um defeito molecular diferente e um tipo 

diferente de HLA. Para que os braços de tratamento de um estudo sejam tão 

semelhantes quanto possível para fins de comparação, seria necessário avaliar 

pacientes com defeitos moleculares semelhantes ou idênticos e o tipo de HLA (13).  

No entanto, mesmo na existência desta diversidade molecular, quanto ao 

desenvolvimento de inibidor, a terapia com ITI tem um papel central no tratamento da 

hemofilia. É atualmente o padrão de tratamento para a erradicação do inibidor e tem 

sido o estímulo para o desenho e condução de estudos imunológicos para entender os 

mecanismos de formação e tolerância do inibidor. A ITI é indicada para todos os 

pacientes com um inibidor confirmado que interfere com a profilaxia ou tratamento de 

sangramentos em doses padrão de FVIII. As taxas de sucesso de ITI são de 100% para 

inibidores de baixa resposta, título de inibidor > 0,6 a 5 UB/mL que apresenta baixo 

impacto na farmacocinética do FVIII. Para os inibidores de alta resposta (título do 

inibidor > 5 UB/mL) a taxa de sucesso está entre 60% e 90%(13). Os objetivos da ITI é 

restaurar a administração regular de concentrados de FVIII (para hemorragias, cirurgia 

e profilaxia), prevenir a artropatia hemofílica e melhorar a qualidade de vida dos 

pacientes (25). 

As recomendações para a prática clínica da ITI de acordo com as atuais 

diretrizes internacionais levam em consideração alguns fatores:  

a) Seleção dos pacientes: O primeiro passo para a seleção de um regime de ITI 

é avaliar os fatores de risco bem estabelecidos que podem prever a 

probabilidade de um paciente alcançar a tolerância. A determinação de bom 

prognóstico é considerada quando o título ao início do protocolo é <10 UB/mL 

e pico histórico do inibidor < 200 UB/mL (25). Para inibidores de alto título 

com bom prognóstico, algumas diretrizes recomendam o protocolo de dose 

intermediária (concentrado de FVIII 100 UI/kg 1x/dia)(26)(25), enquanto 

outras recomendam um protocolo de altas doses para encurtar o curso do 
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tratamento (concentrado de FVIII 100 a 150 UI/kg ou 100 a 200 IU/kg 

2x/dia)(27)(28). A principal razão para recomendar protocolo de altas doses 

é para evitar hemorragias, como relatado em estudo International de ITI(29). 

No entanto, as taxas de sucesso ITI em pacientes com bom prognóstico não 

diferiram entre os estudos de baixa e alta doses(25)(26)(30)(27)(28). Para 

inibidores de alto título com prognóstico ruim, todas as diretrizes 

recomendam o protocolo de altas doses (concentrado de FVIII 200 UI/kg 

1x/dia; ou 100 a 200 UI/kg 2x/dia) (28). Para inibidores de baixo título (título 

histórico pico < 5 UB/ mL), as diretrizes recomendam concentrado de FVIII 

50 UI/kg em dias alternados ou 50-100 UI/kg três vezes por 

semana(25)(26)(28). 

b) Dose e frequência do FVIII utilizado: Quanto ao ajuste de doses em certas 

situações são indicadas para intensificar o regime de ITI, aumentando a dose 

de FVIII e/ou a frequência de administração. Se o pico do título de inibidor for 

muito alto (> 200 UB/mL) ou aumentar dramaticamente durante o tratamento 

(independentemente de o paciente ter iniciado a terapia de ITI com um 

regime de dose alta ou baixa), a dose de ITI pode ser aumentada para 

concentrado de FVIII 200 UI/kg 1x/dia(25)(26). Se os regimes de ITI de dose 

baixa ou intermediária forem complicados por hemorragias invasivas ou se 

houver resposta inadequada no título de inibidor, a dose ou frequência de ITI 

pode ser aumentada para concentrado de FVIII 200 UI/kg 1x/dia 

(25)(26)(30)(27). Em pacientes em altas doses de ITI com hemorragias 

invasivas, a profilaxia com agentes de bypass deve ser 

considerada(25)(28)(30)(27). 

c) Quando iniciar o tratamento: As diretrizes atuais discordam quanto ao 

momento mais adequado para o início da ITI, se o tratamento com ITI deve 

começar imediatamente após a detecção do inibidor ou aguardar para avaliar 

se haverá queda no título do inibidor para < 10 UB/ml. Mais recentemente, 

foi evidenciado que esse aguardo do decaimento do inibidor para < 10 UB/ml 

foi associado a uma taxa de sucesso menor do que o início da terapia com 

ITI dentro de um mês após a detecção do inibidor(31)(32).  

d) Escolha do concentrado de FVIII: As diretrizes estão de acordo que as 

evidências atuais são insuficientes para recomendar qualquer determinado 

concentrado de FVIII em detrimento de outro para a ITI. A maioria das 

diretrizes recomenda a realização de terapia ITI de primeira linha com o 

produto usado pelo paciente no momento do desenvolvimento do 

inibidor(25)(26)(30)(27). Se o paciente não responder adequadamente ao 
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protocolo de ITI de primeira linha (por exemplo, o título do inibidor não diminui 

mais que 20% durante um período de 6 meses), as opções para terapia de 

resgate incluem escalonamento de dose, imunossupressão e/ou mudança 

para um concentrado de FVIII com FVW (25)(26)(30)(27). Em doentes com 

um prognóstico desfavorável (título inicial > 10 UB/mL e pico histórico > 200 

UB/mL), deve se considerar o início da ITI com um produto contendo FVW 

em combinação com um protocolo de alta dose(27). 

e) Definições de sucesso e falha do protocolo de ITI: Para a maioria das 

diretrizes as definições quanto à resposta ao tratamento consideram, 

(25)(26)(28)(33)(29)(32)(34)(27)(31): 

i. Sucesso completo: título do inibidor < 0.6 UB/mL, recuperação de 

FVIII > 66%, e meia-vida do FVIII > 6 hrs 

ii. Sucesso parcial: título do inibidor < 5 UB/mL e recuperação de FVIII 

< 66% e/ou meia-vida do FVIII < 6 hrs 

iii. Falha: inibidor persistente após 33 meses de tratamento de ITI  

 

Embora muito se saiba sobre a ITI para a erradicação do inibidor, muitas 

questões permanecem sem definição. Há vários tópicos importantes que estão sendo 

avaliados em estudos atuais ou que devem ser incluídos para as futuras pesquisas. A 

coleta de dados sobre mecanismos imunológicos em coortes maiores de pacientes 

submetidos a ITI é imprescindível para se compreender melhor os mecanismos 

envolvidos. Além disso, há estudos clínicos em curso com o objetivo de avaliar o uso de 

concetrados de FVIII contendo ou não FVW para ITI (identificador ClinicalTrials.gov: 

NCT01051544); avaliar o uso de produtos de FVIII de longa duração em protocolos de 

ITI (identificador de ClinialTrials.gov: NCT03095287). O estudo Observacional de 

Tolerância Imunológica Indução (ObsITI) é um estudo prospectivo, não controlado, 

multicêntrico internacional, aberto, de observação para coletar dados sobre ITI na parte 

clínica e laboratorial independentes de prognóstico dos pacientes (ClinicalTrials.gov 

Identificador: NCT02207894). O protocolo Bonn é recomendado para uso neste estudo. 

O estudo iniciou em 2005 e tem um braço retrospectivo (n = 100) e prospectivo (n = 

200). O resultado da ITI deve ser correlacionado com várias variáveis relacionadas ao 

paciente, à terapia e à imunologia. Em fevereiro de 2017, 185 pacientes submetidos a 

ITI de 22 países haviam sido recrutados no estudo; 140 pacientes completaram o estudo 

e 45 pacientes ainda estavam recebendo ITI(35)(36).  

O protocolo de ITI adotado no Brasil foi implantado em 2011 pelo Ministério da 

Saúde com a utilização inicialmente do regime de baixas doses de concentrado de fator 

VIII (50 UI/kg 3x por semana), por um período máximo de 33 meses. Inicialmente, o 
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concentrado de fator utilizado para a realização da ITI foi o concentrado de fator VIII 

contendo FVW. Desde a introdução do concentrado de fator VIII recombinante no Brasil, 

em 2013 a ITI passou a ser realizada com o fator que o paciente utilizava quando 

ocorreu o desenvolvimento do inibidor. No protocolo utilizado no Brasil, a definição de 

sucesso completo é inibidor < 0.6 UB/mL, por 2 vezes consecutivas, com recuperação 

do fator VIII > 66%, meia vida do fator VIII > 6 horas e ausência de resposta anamnéstica 

após a infusão do concentrado de fator VIII. O sucesso parcial foi definido como título 

do inibidor < 66% e/ou meia vida do fator VIII < 6 horas e ausência de resposta 

anamnéstica após a infusão do concentrado de fator VIII. A falha à ITI deve ser 

considerada quando os pacientes não apresentam nenhum dos critérios acima em até 

33 meses. O aumento da dose para 100 UI/kg/dia é indicado mediante a ausência de 

declínio do título de inibidor, em pelo menos, 20% após atingido o pico máximo, em cada 

período de 6 meses, quando utilizado o esquema de baixas doses. A troca do tipo do 

concentrado de fator VIII pode ser feita nos pacientes que iniciaram a ITI com rFVIII para 

pdFVIII nos casos de ausência de declínio de pelo menos 20% do pico máximo do título 

do inibidor em até 6 meses de tratamento.  

Embora a ITI seja considerada o tratamento de escolha para erradicar os 

inibidores em pacientes com hemofilia A, há poucas definições a respeito dos 

determinantes de resultados como discutido anteriormente e sobre custos da mesma. 

Um estudo retrospectivo e multicêntrico realizado em uma coorte europeia para avaliar 

a relação entre os resultados encontrados, as características clínicas dos pacientes, 

tratamento utilizado e os custos da ITI, evidênciou que 71 pacientes com idades entre 

0,4 e 41 anos (mediana de idade: 3,8 anos), a negativação do inibidor foi alcançada em 

84,5% dos pacientes, e a normalização dos parâmetros farmacocinéticos, em 74,2% 

deles. A mediana de tempo para atingir o sucesso foi de 10,7 meses (intervalo de 2 a 

90 meses). Os regimes de dose tratamento utilizados variaram de 50 UI/kg a 227 UI/kg, 

com intervalos de 2x/dia a 3x/semana. Neste trabalho, o custo médio do tramento de ITI 

para o período de tempo entre o diagnóstico e o início da ITI foi de € 3,188.00 por 

paciente ao mês vs. € 60,078.00 durante a ITI por paciente ao mês (37).  

Um outro grupo de pesquisadores americanos desenharam um estudo baseado 

em um modelo analítico de decisão para comparar os custos de vida e do tratamento 

de pacientes com hemofilia A grave e inibidores, considerando três situações: a) 

tratamento sob demanda, b) tratamento profilático com agentes de bypass e c) 

tratamento de ITI com protocolo de altas doses. Foi demonstrado que o custo da ITI se 

tornou menor depois de nove anos, em comparação com os pacientes em profilaxia com 

agentes de bypass. Quando comparados ao grupo dos pacientes com tratamento sob 

demanda, o custo da ITI se tornou menor depois de 20 anos. Além disso, a qualidade 



26 
 

 

de vida dos pacientes que fizeram a ITI foi melhor, pois esses pacientes vivem mais 

tempo, e têm menos eventos hemorrágicos, quando comparados com os pacientes 

tratados sob demanda com agentes de bypass (38). 

No Brasil, Prezotti e cols. analisaram o custo do tratamento de ITI no país, os 

dados mostraram que houve uma redução significativa na mediana do custo referente 

aos concentrados de fator de coagulação, entre pacientes com sucesso completo para 

o protocolo de ITI, comparando 12 meses pré- ITI, durante a IT, e nos anos seguintes 

após o sucesso alcançado. A mediana de custo da ITI foi de US$ 101,946.50 (intervalo 

de 3,938.00 a 894,675.60), e foi significativamente menor, quando comparado com os 

12 meses anteriores à ITI (US$ 173,521.45; intervalo de 0 a 1,291,244.20) (p=0,035), o 

que pode ser explicado, em parte, pelo curto período para negativar o inibidor nesse 

grupo de pacientes (média de 8,7 meses; DP ± 8,1).Mas, não foi observada diferença 

significativa entre a mediana de custo de 12 meses antes (US$ 175,241.90; intervalo de 

0 a 1,291,244.20) e durante o período de IT (US$ 122,436.00; intervalo de 3,938.00 a 

894,675.60), quando foram considerados os 23 pacientes com sucesso completo e 

parcial em conjunto, sendo o período médio de ITI nesse grupo de pacientes de 12,5 

meses (DP ± 10,8). Isto se deve ao fato de 3 dos 9 pacientes com sucesso parcial terem 

iniciado a profilaxia secundária com agentes de bypass simultaneamente à ITI, 

aumentando o custo do tratamento neste período. De fato, a análise do grupo com nove 

pacientes com sucesso parcial mostrou um maior custo significativo durante o período 

da ITI (US$ 389,521.00; intervalo de 112,233.00 a 842,581.65) quando comparado aos 

12 meses pré-IT (US$ 177,082.30; intervalo de 16,002.00 a 648,469.50) (p=0,027) (39). 

Atualmente no Brasil há 240 pacientes registrados em tratamento de ITI em centros 

tratadores de hemofilia(39)(40). 

Neste contexto, caracterizar o mecanismo de indunção de tolerância imunológica 

pode apresentar muitos benefícios. Os mecanismos da ITI são complexos e ainda não 

completamente compreendidos. A erradicação dos inibidores de FVIII e a indução de 

tolerância imunológica específica ao FVIII podem envolver vários mecanismos, incluindo 

a produção de anticorpos anti-idiotípicos, depleção e inativação de células B e células 

T de memória específica para FVIII, e geração de células T regulatórias específicas para 

FVIII. A caracterização e o entendimento da ITI podem identificar proteínas e sinizações 

celulares importantes, para o estudo de biomarcadores e/ou novas medicações para 

indução de tolerância com diferentes tecnologias que proporcionem melhores 

resultados com melhor custo-benefício. Além disso, informações quanto a 

caracterização imunológica e desfecho clínico também podem ajudar a identificar 

fatores prognósticos, ou ainda extratificar o paciente que se beneficia do tratamento 
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prevendo o custo orçamentário para o tratamento da doença no país 

(41)(42)(43)(44)(45)(46). 

 

1.3 Resposta Imune Humoral e Celular na Hemofilia 
 

Na resposta Imunológica primária ao FVIII, o desenvolvimento de inibidores de 

FVIII resulta de uma resposta imune clássica que é dependente de células T CD4+ 

(47)(7). Uma observação que sugere o envolvimento de células T foi sido sugerida 

devido a pacientes com inibidor terem se tornado tolerantes ao FVIII exógeno após 

infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV)(48).  

O início de uma resposta de células T é o reconhecimento e internalização do 

antígeno por células apresentadoras de antígenos (CAA), através da endocitose. Após 

a endocitose, o FVIII é clivado em pequenos peptídeos que se associam com moléculas 

do complexo principal de histocompatibilidade da classe II. As CAAs então migram para 

órgãos linfóides secundários, como baço ou linfonodos, para alcançar áreas ricas em 

células T. Os peptídeos de FVIII são então apresentados às células T CD4+ naïve. O 

reconhecimento do peptídeo derivado do FVIII pelo receptor de células T (TCR) dos 

linfócitos fornece um primeiro sinal de ativação. Então há interações adicionais de 

ligantes e receptores na superfície de células T e CAAs e a presença de estímulos pró-

inflamatórios solúveis, as citocinas, para ativação de células T naïve. Este sinal de 

ativação é a interação entre CD40L expresso na superfície da célula T com o CD40 

exposto na membrana das CAAs, em conjunto com CD86 expresso, também expresso 

em CAAs e CD28 expresso células T (49). Uma vez ativadas, as células T migram em 

direção aos folículos das células B. Em geral, as respostas humorais dirigidas contra 

proteínas envolvem a via das células B foliculares dentro dos órgãos linfóides 

secundários. A fase inicial dessa via de ativação corresponde a uma resposta 

extrafolicular onde células B naïve que internalizaram o antígeno através de sua 

imunoglobulina de membrana. A formação da sinapse de células T e B desencadeia a 

sinalização intracelular que leva à diferenciação de células foliculares em células 

plasmáticas de vida curta que produzem IgM ou IgG de baixa afinidade (50).  

Durante a fase tardia da resposta das células B foliculares, as células B ativadas 

voltam a entrar nos folículos e interagem com as células T helper foliculares e formam 

os centros germinativos. As respostas dos centros germinativos geram células B de 

memória que são capazes de se diferenciar rapidamente em células secretoras de 

anticorpos após a reexposição a esses antígenos. As respostas associadas a centros 

germinativos também geram células plasmáticas de vida longa. Respostas imunes anti-

FVIII de baixa afinidade são encontradas em indivíduos saudáveis, em pacientes com 
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hemofilia não expostos ao FVIII, e em pacientes que obtiveram negativação do inibidor 

contra FVIII. A hipótese é que a produção de tais anticorpos de baixa afinidade resulte 

de respostas extra-foliculares precoces (50)(51)(52). Por outro lado, a descoberta de 

IgG4 anti-FVIII de alta afinidade, observada em pacientes positivos ao inibidor, implica 

na diferenciação de células B foliculares que envolvem a formação de centros 

germinativos e o auxílio de células T foliculares especí�cas para FVIII.  

Em contrapartida, as exposições subsequentes do FVIII são dependentes de 

células B de memória geradas durante a resposta imune primária. As células B de 

memória são capazes de desenvolver uma resposta imune mais rápida e mais forte 

contra o FVIII do que as células B naïve, e seu recrutamento leva à produção de 

anticorpos neutralizantes de alta afinidade. As interações das células T e B também são 

essenciais durante a resposta humoral anti-FVIII.  Em camundongos com hemofilia A a 

administração de um anticorpo monoclonal anti-CD40L nestes camundongos que já 

haviam desenvolvido uma resposta imune primária ao FVIII levou à depleção de centros 

germinativos após 24 horas (49). Assim, as interações CD40-CD40L desempenham um 

papel crucial na formação e manutenção de centros germinativos durante a resposta 

imune secundária ao FVIII. As células B de memória anti-FVIII são essenciais para 

manter a resposta humoral a longo prazo e para conduzir uma resposta anamnéstica 

rápida após a reexposição do FVIII. A presença de células B de memória específica 

para o FVIII foi então testada em metodologia ELISpot e a frequência de células B de 

memória específicas para FVIII circulante representou 0,05 a 0,24% das células B IgG 

positivas(53).  

 

1.3.1 Anticorpos  
 

Anticorpos ou imunoglobulinas são uma família de glicoproteínas 

estruturalmente relacionadas e produzidas na forma ligada à membrana ou secretada 

pelos linfócitos B. Anticorpos ligados a membrana servem como receptores que medeia 

a ativação de células B por antígeno. Os anticorpos secretados funcionam como 

mediadores da imunidade humoral específica acoplando vários mecanismos efetores 

que servem para eliminar os antígenos ligados. A região de ligação ao antígeno das 

moléculas do anticorpo é altamente variável e qualquer indivíduo tem o potencial de 

produzir milhões de diferentes anticorpos com distintas especificidades antigênicas.  

Todos os anticorpos têm uma estrutura do núcleo simétrica e comum de duas 

cadeias pesadas idênticas e ligadas covalentemente e duas cadeias leves idênticas e 

cada uma ligada a uma das cadeias pesadas (figura 1). Cada cadeia consiste em dois 

ou mais domínios Ig independentemente dobrados com cerca de 110 aminoácidos 
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contendo seguencias conservadoras e pontes de dissulfeto intracadeias. Os domínios 

N-terminais das cadeias pesadas e leves formam a região V das moléculas de 

anticorpos que diferem entre anticorpos de diferentes especificidades. A região V das 

cadeias pesadas e leves contêm três regiões hipervariáveis separadas de cerca de 10 

aminoácidos que são especialmente organizados para formar o local de combinação do 

antígeno na molécula do anticorpo (54).  

Os anticorpos são classificados em diferentes isotipos e subtipos baseando-se 

nas diferenças nas regiões C da cadeia pesada, que consiste em três ou quatro 

domínios C da Ig, estas classes e subclasses têm diferentes propriedades funcionais. 

As classes de anticorpos são IgM, IgD, IgG, IgE e IgA. A maioria das funções efetoras 

dos anticorpos é mediada pela região C das cadeias pesadas, mas essas funções são 

disparadas pelas ligações dos antígenos ao local de combinação da região V (54).  

A afinidade de interação entre o local da combinação de uma única molécula de 

anticorpo e um único epitopo geralmente é representada pela constante de dissociação 

(Kd) calculada a partir de dados de ligação. Várias mudanças na estrutura dos 

anticorpos feitas por um clone de células B podem ocorrer no curso de uma resposta 

imune. As células B inicialmente produzem apenas Ig ligadas a membrana, mas as 

células B ativadas e plasmócitos, a Ig com a mesma especificidade de ligação ao 

antígeno do receptor original de Ig ligado á membrana pode ser secretada (figura 2).  

Mudança no uso dos seguimentos do gene da região C sem alterações na região V são 

as bases da troca de isotipo, o que leva a mudança de função efetora sem uma alteração 

na especificidade. Mutações pontuais na região V de um anticorpo específico para um 

antígeno levam a afinidade aumentada para aquele antígeno, chamada de maturação 

de afinidade. A diferenciação de células B ativadas em plasmócitos ou célula de 

memória é controlada pela expressão de vários fatores de transcrição (55)(56).  
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Figura 1. Estrutura de uma molécula de anticorpo . A) Diagrama esquemático de uma molécula de 

IgG secretada. Os locais de ligação do antígeno são formados pela justaposição dos domínios VL e VH. As 

regiões C das cadeias pesadas terminam em pedações de cauda. As localizações dos locais de ligaçãodo 

complementoe do receptor Fc dentro das regiões contantes da cadeia pesadasão aproximações. B) 

Diagrama esquemático de uma molécula de IgM ligada a membrana na superfície de um linfócito B.  

A molécula de IgM tem mais um domínio CH do que a IgG, e a forma menbranar do anticorpotem porções 

C-terminais transmenbranares e citoplasmáticas que ancoram a molécula á membrana plasmática. C) 

Estrutura de uma molécula de IgG humana revelada por  cristlografia de raio X.  As cadeias pesadas 

são coloridas de azul e vermelha e as cadeias leves de verde e os carboidratoas estão em cinza. Figura 

adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  
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Figura 2. Expressão de Ig durante a maturação do lin fócito . Estágio da maturação do linfócito B são 

mostrados com mudanças na produção das cadeias pesadas e leves de Ig. As cadeias pesadas de IgM 

são mostradas em vermelho, as cadeias pesadas de IgD estão em azul, e as cadeias leves em verde. 

Figura adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  

 

 

A IgG humana pode ser subdividida em quatro subclasses, IgG1, IgG2, IgG3 e 

IgG4, cada uma codificada por um gene da região constante (C) separada e dotada de 

propriedades biológicas e funcionais únicas (figura 3). A região constante da cadeia 

pesada da imunoglobulina humana (IGHC), localizada no cromossoma 14 contém nove 

genes funcionais. A IgG1 compõe a maior parte do total de IgG (66%), seguido por IgG2 

(24%), IgG3 (7%) e IgG4 (3%). As IgG1 e IgG3 aparecem precocemente na ontogenia, 

são ativadores eficientes da via clássica do complemento e são direcionados 

principalmente contra antígenos protéicos (57). A deficiência de IgG1 resulta em baixos 

níveis de IgG total e frequentemente, embora não invariavelmente, está associada à 

suscetibilidade a infecções bacterianas. A IgG2 aparece muito mais tarde no 

desenvolvimento e os níveis adultos dessa subclasse são atingidos aos 10 anos de 

idade. Isso provavelmente reflete sua localização cromossômica, onde os genes mais 

5' IGHC são expressos durante a vida fetal com uma maturação gradual com o tempo. 

Isto é crucial porque os anticorpos dentro desta subclasse são principalmente dirigidos 

contra antígenos polissacarídicos, resultando em uma imaturidade funcional das 

crianças em sua defesa contra infecções por bactérias encapsuladas. A IgG3 é sensível 

à degradação proteolítica e tem a meia-vida mais curta de todas as subclasses (7 dias 

em comparação aos 21 dias para todas as outras subclasses de IgG) (57)(58). Embora 

a deficiência de IgG3 pareça ser bastante comum, um "fenótipo" clínico claro ainda não 

foi definido, embora a suscetibilidade a infecções virais ou um curso clínico prolongado 

de infecções virais tenha sido sugerido. Os anticorpos IgG4 humanos são 
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funcionalmente monovalentes (59) e em circunstâncias normais, não ativam o 

complemento. Embora a IgG4 represente apenas uma porção menor do total de IgG, 

ela pode ter importância clínica, pois foi relatado que indivíduos deficientes em IgG4 

sofrem de infecções recorrentes (60)(61). Além disso, níveis elevados de anticorpos 

IgG4 são frequentemente observados contra antígenos proteicos selecionados após 

exposição crônica (59) e esta subclasse de anticorpos está envolvida em uma variedade 

de doenças alérgicas (62).  

A troca de isotipos é influenciada tanto de maneira positiva quanto negativa por 

um número de citocinas e ativadores de células B, devido à sua capacidade de regular 

a transcrição da linha germinativa. A interleucina (IL) 4, interferon (IFN) -�  e fator de 

crescimento transformador (TGF) -�  são citocinas bem caracterizadas que afetam a 

transcrição da linha germinativa e na presença de ativadores de células B, como 

Staphylococcus aureus Cowan ou acoplamento de CD40, regulam a troca de isotipos 

(63). Em células B de sangue periférico humano estimuladas com IL4 e CD40L, a 

mudança é dirigida para IgG4 e IgE (64).  

 

 
 

Figura 3. Troca de isotipo de cadeia pesada de Ig . As células B ativadas por sinais de células T helper 

CD4+ (CD40L, citocinas) sofrem troca de diferentes isotipos que medeiam funções efetoras. Figura 

adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  
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Na literatura, alguns trabalhos, mesmo com limitado número de pacientes, 

sugerem aspectos importantes do perfil das imunoglobulinas no contexto dos anticorpos 

anti-FVIII. Foi demonstrado que indivíduos saudáveis podem apresentar reatividade de 

imunoglobulinas das subclasses de IgG: IgG1, IgG2, IgG3 e da classe IgM para a 

proteína do FVIII, contudo a subclasse IgG4 foi a única ausente para estes indivíduos, 

estando presente apenas em pacientes com inibidor (51).  

Estudos realizados pelo nosso laboratório corroboram com este dado, pois 

evidenciamos que a IgG4 é a única subclasse de imunoglobulina que apresenta 

imunomodulação quando o paciente é desafiado ao concentrado de FVIII. Além disso, 

nossos resultados demonstraram que a IgG4 apresenta alta correlação quando 

comparada aos títulos de inibidores. Este foi o primeiro estudo longitudinal prospectivo 

para avaliação do perfil de imunoglobulinas em pacientes portadores de hemofilia (65). 

Nós também evidenciamos que pacientes com hemofilia A e histórico de reação alérgica 

ao FVIII, pode apresentar IgE específica ao FVIII, precedendo o surgimento de IgG4 

que compromete a função do FVIII e portanto são classificados como inibidores (66). A 

imunoglobulina IgG4 classicamente é identificada como uma subclasse de 

imunoglobulina ligada a resposta de tolerância em situações tardias a reações alérgicas 

ou parasitárias. No entanto em 2007, esta subclasse de imunoglobulina foi associada 

como pivô da atividade patológica de algumas doenças de carater autoimune. Nestas 

patologias a investigação de uma resposta “anormal” levou à investigação quantitativa 

e funcional de células T reguladoras e os resultados evidenciaram que nestes pacientes 

há disfunção de células T reguladoras para exercer o seu papel supressor em células T 

convencionais (67).   

 

1.3.2 Linfócitos T e B 
 

Os linfócitos T e B surgem a partir de precursores derivados da medula óssea 

comum que se torna comprometido com a linhagem de linfócitos. A maturação das 

células B continua na medula óssea, ao passo que os progenitores de células T migram 

e completam a sua maturação no timo (figura 4). A maturação inicial é caracterizada 

pela proliferação de células induzidas por citocinas, principalmente IL7, que leva a uma 

expansão do número de linfócitos que acabaram de se comprometer com determinadas 

linhagens. Sinais extarcelulares induzem a ativação de fatores de transcrição, que 

induzem a expressão de genes específicos da linhagem a abrem os loci de genes 

receptores de antígenos específicos no nível de acessibilidade da cromatina (68).  

O desenvolvimento das células B e T envolve o rearramjo dos seguimentos 

gênicos dos receptores de antígeno e a expressão inicial da proteína µ da cadeia pesada 
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das Ig em precursores de células B e das moléculas �  do TCR em precursores de células 

T. A expressão inicial de pré-receptores de antígenos e a expressão subseguente de 

antígeno são essenciais para a sobrevivência, expansão e maturação de linfócitos em 

desenvolvimento e para os processos de seleção que levam a um repertório diverso de 

especificidade de antígenos úteis. O processo de recombinação somática de gene é 

mediado por um complexo de enzimas recombinase constituídos dos componentes 

específicos dos linfócitos Rag-1 e Rag-2. A diversidade de anticorpos e do TCR é gerada 

pela associação combinatória de múltiplos seguimentos gênicos V, D e J da linhagem 

germinativa, enquanto a diversidade juncional é gerada pela adição ou remoção de 

nucleotídeos ou remoção de nucleotídeos aleatórios nos locais de recombinação (69).  

 

 

Figura 4. Estágio de maturação de linfócitos . O desenvolvimento de ambos linfócitos B e T envolve uma 

sequencia de estágios de maturação. Os estágios iniciais são iguais para os dois tipos de células. Figura 

adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  

 

A maturação de células B ocorre em estágios caracterizados por diferentes 

padrões de rearranjo e expressão do gene das Ig (figura 5). Nos primeiros precursores 

das células B, denominadas células pró-B, os genes das Ig estão inicialmente na 

configuração da linhagem germinativa, e o rearranjo D a J ocorre nos lócus da cadeia 

pesada das Ig. Na transição de células pró-B para pré-B a recombinação VDJ é 

concluída nos lócus da cadeia H da Ig. Um transcrito primário do RNA contendo éxon 

VDJ e éxons do gene C das Ig é produzido e o éxon VDJ é emendado aos éxons da 

região C do RNA de cadeia pesadas para gerar um RNA mensageiro (RNAm) maduro. 
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A medida que as células se diferenciam em céluas B imaturas, a recombinação V-J 

ocorre inicialmente no lócus K da Ig e as proteínas da cadeia leve são expressas (70). 

As cadeias pesadas e leves são então montadas na forma de moléculas de IgM 

expressas na superfície das células. As células B imaturas deixam a medula óssea para 

residir em tecidos linfódes periféricos, onde completam a sua maturação. No estágio de 

célula B madura síntese de cadeias pesadas ocorre paralelamente mediada pelo 

processo splicing alternativo dos transcritos primários do RNA das cadeias pesadas, 

IgM e IgD da membrana são expressos. Durante a maturação de linfócitos B, as células 

B imaturas que expressam receptores de antígeno de alta afinidade especificos para 

antígenos próprios presentes na medula óssea são induzidos a editar os genes de seus 

receptores ou essas células são eliminadas (71).  

 

 

Figura 5. Estágio de maturação das células B.  Os eventos correspondentes a cada estágio da maturação 

da célula B a partir da célula-tronco da medula óssea até o linfócito B maduro. Vários marcadores de 

superfície podem ser utilizados para demostrar esta maturação. Figura adaptada do material complementar 

on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  

 

Os subgrupos distintos de célula B se desenvolvem a partir de diferentes 

progenitores (figura 6). As células tronco hematopoiéticas derivadas do fígado fetal são 

as precursoras das células B-1. As células tronco hematopoiéticas derivadas da medula 

óssea dão origem a maioria das células B. Estas células passam rapidamente por dois 

estágios de transição e podem se comprometer com o desenvolvimento de células B da 
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zona marginal ou células B foliculares. A afinidade do receptor de células B aos 

antígenos próprios pode contribuir para o direcionamento da diferenciação de uma 

célula B em amadurecimento em uma célula B folicular, ou em uma célula B de zona 

marginal. A maioria das células B maduras pertencem ao subgrupo de células B 

foliculares e produzem IgM e IgD. As células da zona marginal estão localizadas 

primariamente na parte marginal do baço e são semelhantes às células B-1 em relação 

à diversidade limitada e sua capacidade de responder a antígenos polissacarídios e 

gerar anticorpos naturais. As células B foliculares são linfócitos recirculares e as células 

B de zona marginal são encontradas nos linfonodos (70). 

 

 

Figura 6. Subgrupos de linfócitos B . A) A maioria das células B que se desenvolvem a partir das células 

tronco derivadas do fígado fetal se diferenciam na linhagem B-1. B) Os linfócitos B oriundos dos precursores 

da medula óssea após o nascimento dão origem a linhagem B-2 e os dois subgrupos principais de células 

B são derivados de B-2. As células B foliculares são linfócitos recirculantes as células B da zona marginal 

são encontradas nos linfonodos. Figura adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia 

celular e molecular.  

 

A maturação de células T no timo também prossegue em estágios, que se 

dintigue pelo padrão de expressão dos genes dos receptores de antígenos, pelas 

moléculas de correceptores CD4 e CD8 e pela localização dos eventos de 

desenvolvimento dentro do timo (figura 7) (69).  
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Figura 7. Estágios de maturação de células T . Acima estão os eventos de maturação de linfócitos a partir 

de célula-tronco da medula óssea até linfócitos T maduros. Vários marcadores de superfície são utilizados 

para o reconhecimento de maturação destas céluas. Figura adaptada do material complementar on-line 

Abbas, Imunologia celular e molecular.  

 

As primeiras células da linhagem T para o timo não expressão TCR ou CD4 ou 

CD8. Estas células T em desenvolvimento, inicialmente residem no córtex exterior e 

induzem a expressão de superfície da molécula CD3, TCR, CD4 e CD8. A medida que 

as células amadurecem elas migram do córtex para a medula. O processo de seleção 

leva à maturação de células T que expressão TCR e moldam o repertório de células T 

para a restrição ao MHC próprio e autotolerância. Conforme as células T amadurecem 

elas migram para a medula e tornan-se CD4+CD8- e CD8+CD4-. Os TCRs que 

reconhecem a molécula MHC de classe II estão combinados com a expressão de CD4 

e a perda de expressão de CD8. A seleção negativa das células T ocorre quando estas 

células reconhecem com alta afinidade antígenos próprios. As células que não sofrem 

seleção clonal CD4+ ou CD8+ migram para os tecidos linfoides periféricos (figura 8) (69). 
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Figura 8. Maturação de células T no Timo.  Os precursores de células T saem da medula óssea até o timo 

através da corrente sanguínea. No córtex do timo, os progenitores de células T expressão TCRs e os 

correceptores CD4 e CD8. Os processos de seleção eliminan as células T autorreativas no córtex no estágio 

duplo positivo. A diferenciação funcional de células t em CD4+ e CD8+ ocorre na meldula, e as células T 

maduras são liberadas na circulação. Algumas células duplo-positivas se diferenciam em células T 

reguladoras. Figura adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular. 

 

As respostas de células T são iniciadas por sinais gerados pelo reconhecimento 

de TCR de complexos de MHC-peptídeo na superfície de uma célula CAA e através de 

sinais fornecidos ao mesmo tempo por coestimuladores expressos nas CAAs. Os 

coenstimuladores principais são da família B7, que são reconhecidos por receptores da 

família CD28 expressos nas células T. A expressão de coestimuladores B7 nas CAAs 

são aumentadas pelo encontro com microorganismos, fornencendo um mecanismo para 

a geração de respostas específicas. Alguns membros da família CD28 inibem a resposta 

de células T e o resultado do reconhecimento do antígeno pela célula T é determinado 

pelo equilíbrio entre o acoplamento de receptores de ativação e de inibição desta família. 

As respostas de células T ao antígeno e coestimuladores incluem alteração na 

expressão de moléculas de superfície, síntese de citocinas e de receptores de citocinas, 

proliferação celular e diferenciação de células efetoras e de células de memória. As 

moléculas de superfície, cuja a expressão é induzida na ativação de células T, incluem 

proteínas que estão envolvidas na retenção de células T em órgãos linfoides, fatores de 
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crescimento para citocinas, moléculas efetoras e reguladoras e moléculas que 

influenciam na migração de células T (69).  

Pouco tempo após ativação, as células T produzem a citocina IL2 e expressam 

altos níveis do receptor da IL2 funcional. A IL2 conduz a proliferação das células o que 

pode resultar na expansão marcada de clones específicos para determinado antígeno. 

Algumas células T ativadas podem se diferenciar em células de memória que 

sobrevivem por longos períodos e respondem rapidamente ao desafio antigênico. A 

manutenção das células de memória é dependente de citocinas como IL7, que pode 

promover a expressão de proteínas anti-apopitóticas e estimular uma desaceleração no 

ciclo. As células T de memória são heterogêneas e consistem em populações que 

diferem nas propriedades de migração e respostas funcionais. A resposta de célula T 

diminuem após a eliminação do antígeno, retomando o sistema para repouso (72).  

Os linfócitos T helper (TH) CD4+ podem se diferenciar em células efetoras TH1 

especializadas que secretam IFN-� , que medeiam a defesa contra microorganismo 

intracelular, ou células TH2 secretoras de IL4 e IL5 que favorecem as reações 

imunológicas contra helmintos mediadas por IgE e por eosinófilos e mastócitos, ou em 

céluls TH17 que promovem inflamação e medeiam a defesa contra fungos e bactérias 

extracelular (figura 9) (73).  

 

 

 

 

Figura 9. Propriedades dos subgrupos T H1, TH2, TH17. As células T podem diferenciar-se em subgrupos 

distintos de células efetoras em resposta a antígeno, coestimuladores e citocinas. Nesta figura estão 

representados os subgrupos melhores definidos pela literatura. Figura adaptada do material complementar 

on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  
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A diferenciação de células T CD4+ imaturas em células efetoras é induzida por 

citocinas produzidas pelas CAAs, e pelas próprias células T. O programa de 

diferenciação é controlado pelos fatores de transcrição que promovem a a expressão 

do gene da citocina nas células T e alterações epigenéticas nos loci de genes de 

citocinas que pode ser associada de forma estável a um determinado grupo. Cada 

subgrupo produz citocinas que aumentam o seu próprio desenvolvimento e inibem o 

desenvolvimento de outros subgrupos, conduzindo assim, o aumento da polarização da 

resposta (figura 10). Classicamente, as células CD4+ TH2 reconhecem antígenos 

produzidos pelos helmintos e outros microrganismos, assim como os antígenos 

ambientais associados a alergias. A IL4, secretada por TH2 ou células foliculares TFH 

ativadas, promovem a diferenciação de isotipos de células B e a produção de IgE, que 

pode recobrir os helmintos e mediar a degranulação dos mastócitos seguida de 

inflamação. A IL5 ativa os eosinófilos para para liberar o conteúdo dos grânulos que 

destroem os helmintos. A IL4 e IL13 em conjunto fornecem proteção em barreiras 

epiteliais e induzem uma forma alternativa de ativação dos macrófagos que controlam 

a inflamação e medeiam o reparo tecidual e fibrose.  

No desenvolvimento de resposta TH a IL4 produzida por células T ativadas e/ou 

mastócitos e eosinófilos, especialmente em resposta a helmintos, ativa os fatores de 

transcrição GATA-3 e STAT-6 que estimulam a diferenciação de células T CD4+ 

imaturas para TH2. A IL4 amplifica a resposta de TH2 e inibi as respostas de TH1 e TH17 

(74).  

As células T CD4+ que se diferenciam em células TH2 classicamente secretam 

IL4, IL5 e IL13. A IL4 e IL13 atuam nas células B para estimular a produção de anticorpos 

que se ligam aos matócitos, IgE. O auxílio na produção de anticorpos pode ser fornecido 

por células TFH que produz citocinas TH2 e residem em órgãos linfoides e não por TH2 

clássica. A IL4 também é uma citocina de crescimento autócrino e contribui para a 

diferenciação de célula TH2. A IL5 ativa os eosinófilos para defesa contra infeção de 

helmintos e as IL4 e IL13 como já vimos estão comprometidas na imunidade das 

bareiras da mucosa, induzem a via alternativa de ativação dos macrófagos e inibem a 

via de ativação clássica de mastócitos pela TH1 (74).  
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Figura 10. Desenvolvimento de células T H2. A IL4 ativada por linfócitos ativa os fatores de transcrição 

GATA-3 e STAT6, que estimulam a diferenciação de células T CD4+ imaturas para o subgrupo TH2. A IL4 

produzidas por TH2 amplifica esta resposta e inibi TH1, e TH17. Figura adaptada do material complementar 

on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  

 

 

Há células T que se desenvolvem em linfócitos T regulatórios FOXP3+ que tem 

a função de controlar repostas a autoantígenos em tecidos periféricos (figura 11). 

Diversos mecanismos são reposnáveis pela tolerância periférica em células T maduras. 

Em células T CD4+ a anergia é induzida pelo reconhecimento do antígeno sem 

coestimulação adequada ou por envolvimento de receptores inibitórios como CTLA-4 e 

o PD-1 (75).  
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Figura 11. Células T regulatórias . O desenvolvimento e a sobrevivência destas células requerem IL2 e o 

fator de transcrição FOXP3. Em tecidos periféricos estas células suprimem a ativação e a função de células 

efetoras de outros linfócitos. Figura adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular 

e molecular.  

 

Na hemofilia, há poucos estudos que avaliem as células T efetoras, no entanto 

o papel das células T reguladoras têm recebido destaque em diferentes aspectos. 

Estudo pré-clínico têm demonstrado que o sucesso da ITI é dependente de resposta de 

células T e B, com participação das células T reguladoras(76). Alguns trabalhos na área 

de terapia gênica em pacientes com hemofilia B, demonstraram que a expressão 

sustentada de FIX, transportado pelo vetor AAV a uma célula alvo pode ser prejudicada 

na ausência de células T reguladoras (77). Recentemente, um grupo de pesquisadores 

demostraram ser possível produzir células T reguladoras em laboratório, específicas a 

epítopos imunogênicos da molécula de FVIII (78). A utilização deste tipo de tecnologia, 

terapia celular com células T reguladoras para o tratamento de inibidor na hemofilia, têm 

sido além de inovador, um desafio na conquista de um novo protocolo para a indução 

de tolerância imune (78). Isso sugere que as células T reguladoras têm um papel central 

na erradicação dos inibidores. 

Em geral, em indivíduos saudáveis os linfócitos T reguladores com o perfil CD4+ 

CD25+ Foxp3+ são gerados durante o desenvolvimento de células T no timo, contudo as 

células T CD4+, chamadas convencionais ou efetoras, também podem sofrer conversão 
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e tornar-se células T reguladoras CD4+ CD25+ Foxp3+ na circulação periférica. Esta 

transformação de células T convencionais em células T reguladoras no sangue 

periférico ocorre através da apresentação do antígeno por células dendríticas CD103+ 

aos linfócitos T CD4+. A indução de células T reguladoras também pode ser via intestino 

pela via dependente de TGF-�  e ácido retinoico. As células T CD4+ convencionais 

também podem ser induzidas in vitro a células T reguladoras em resposta à estimulação 

do receptor TCR na presença de TGF-�  por um processo que é similar ao da 

diferenciação de células T CD4+ via sinalização de citocinas em células T efetoras TH1, 

TH2 e TH17. Os fatores de transcrição utilizados por células T CD4+ para se tornarem 

células T efetoras podem ser os mesmos para que essas células também assumam um 

papel supressor, dependendo do ambiente em que se encontram. Outros estudos 

também sugerem que as células T reguladoras podem perder a expressão Foxp3+ e 

tornar-se "ex-Tregs" e possuir características autoagressivas. As células T reguladoras 

têm evidenciado possuir capacidade de modular as respostas imunes em curso de 

infecção, doenças autoimunes e câncer (79). 

Estudos recentes demonstram diferentes perfis de células T reguladoras de 

acordo com as situações patológicas. Em situação clínica de infecção aguda ou 

inflamação, é visto o decaimento na frequência de células T reguladoras devido ao seu 

comprometimento em suprimir resposta T efetora (80). Já estudos que avaliaram 

pacientes com hepatite C crônica demonstraram um número elevado de células T 

reguladoras em sangue periférico e em biópsia de fígado quando comparada com 

indivíduos saudáveis, além disso, este número elevado foi inversamente correlacionado 

com a severidade histológica destes pacientes, ou seja, quanto maior o número de 

células T reguladoras, menor a severidade histológica (81). Em algumas situações de 

autoimunidade as células T reguladoras parecem ser normais. A maioria dos estudos 

em autoimunidade demonstram não haver diferença no número de CD4+Foxp3+ em 

sangue periférico de pacientes com diabetes tipo I e pacientes com esclerose múltipla 

(81)(82). Por outro lado, estudos em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico 

evidenciou um declínio de células T reguladoras correlacionado com a atividade da 

doença (83)(84). Em pacientes com artrite reumatoide foi demonstrado número de 

células T reguladoras aumentado em líquido sinovial (84). Além disso, células T 

reguladoras isoladas de pacientes com atrite reumatoide foram incapazes de suprimir a 

atividade de células T efetoras de indivíduos saudáveis. Por outro lado, em pacientes 

com diabetes tipo I e pacientes com inflamação intestinal, a função supressora de 

células T reguladoras foi preservada quando avaliado sob o efeito de supressão de 

células T efetoras. Contudo, outros fatores incluindo produção local de citocinas, 

ativação de células apresentadoras de antígeno e resistência de células efetoras em 
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relação à supressão, podem estar indiretamente associados à disfunção de células T 

reguladora.  

As células B, pouco estudadas na hemofilia, apresentam um papel importante 

na secreção de anticorpos e desta forma a dinâmica de organização destas células é 

fundamental para identificar qual é o perfil celular comprometido com a secreção de 

IgG4. Tanto antígenos proteicos e não proteicos podem estimular a resposta de 

anticorpos (figura 12). As respostas de célula B aos antígenos proteicos requerem a 

contribuição de célula TH CD4+ específicas. As respotas de célula B dependente de 

células TH a antígenos proteicos requerem a ativação inicial de células T imaturas nas 

zonas de célula T e de células B nos folículos linfoides de orgãos linfoides. Os linfócitos 

ativados migram e se comunicam nas margens dos folículos, onde a célula B apresenta 

o antígeno para célula TH (85).  

As células TH ativadas expressam CD40L, que se ligam em células CD40 nas 

células B e então, as células T secretam citocinas que se ligam aos seus receptores nas 

células B. A combinação dos sinais de CD40 e das citocinas estimulam a proliferação e 

diferenciação de células B, como já discutido anteriormente. No entanto, algumas 

células T ativadas se diferem em células TFH especializadas que espressam altos níveis 

do ligante receptor de quimiocina CXCR5 e secretam IL21(86). 

As células TFH e as células B ativadas migram para o folículo e ativam as células 

B específicas para iniciar a formação de centros germinativos (figura 13). Os eventos 

decorrentes destes estímulos, nas respostas de anticorpos T-dependentes ocorre 

dentro dos centros germinativos e incluem a extensiva troca de isotipos, a mutação 

somática, a maturação de afinidade, a geração de células B de memória e a indução de 

plasmócitos de vida longa. Os sinais derivados de células T helper, CD40L e citocinas, 

induzem a troca de isotipos nas células B, por meio do processo de recombinação 

gênica, levando à produção de diversos isotipos de Ig (figura 14) (86).  
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Figura 12.  Sequência de eventos nas respostas imune s humorais a antígenos proteicos T-

dependentes.  (1) As respostas imunes são iniciadas pelo reconhecimento do antígeno pelas células B e 

TCD4+. (2) Os linfócitos ativados migram um em direção ao outro e interegem, resultado na proliferação e 

diferenciação de células B. (3) A reestimulação de células B por células T helper em locais extrafoliculares 

leva à troca de isotipo precoce e a geração de plasmócitos de vida curta. Enquanto que a ativação de 

células T por células B resulta na indução de células T helper foliculares. (4) Os eventos posteriores ocorrem 

nos centros germinativos e incluem a mutação somática e a seleção de células de alta-afinidade (maturação 

da afinidade) troca de isotipos adicionais, geração de célula B de memória e geração de plasmócitos de 

vida longa. Figura adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  

  

 

 

 

Figura 13. Centros germinativos em órgão linfoide s ecundários . A) O centro germinativo se encontra 

no interior do folículo e inclui uma zona basal escura e zona clara adjacente. B) A zona clara contém células 

dendríticas foliculares, coradas com anticorpos anti-CD23 (verde) e a zona escura contém células B em 

proliferação, coradas com anti-K67 (vermelho) que detecta células que estão ciclando. Figura adaptada do 

material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  
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Figura 14. Reação do centro germinativo em um linfo nodo . As células B ativadas migram para o folículo 

e proliferam, formando a zona escura do centro germinativo. Estas células B sofrem troca extensivas do 

isotipo e mutação somática dos genes V de Ig e migram para a zona clara, onde encontram as células 

dendríticas foliculares que apresentam o antígeno as células TFH. As células B com receptores de Ig com 

mais alta afinidade são selecionadas, sobrevivem e são diferencidas em células secretoras de anticorpos e 

em células B de memória. As células secretoras de anticorpos residem na medula óssea como plasmócito 

de vida longa e as células B de memória entram no conjunto de linfócitos circulantes. Figura adaptada do 

material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  

 

A ligação do CD40 às citocinas induz a enzima deaminase induzida por ativação 

(AID, do inglês, Activation-induced Deaminase), que é essencial para a troca de isotipo 

e maturação de afinidade das imunoglobulinas. A enzima desamina citosinas, em 

moldes de DNA de fita simples, converte resíduos de citosina (C) em resíduos de uracila 

(U). Desaminar é um processo pelo qual o aminoácido libera o seu grupo amina na 

forma de amônia e se transforma em um cetoácido correspondente. Esta reação é 

catalisada pelas enzimas genericamente denominadas desaminases ou 

desidrogenases. Este processo ocorre na mitocôndria hepática. As diferentes citocinas 

possibilitam que a AID acesse os loci distintos da cadeia pesada da Ig.  A maturação de 

afinidade ocorre nos centros germinativos e leva a um aumento da afinidade dos 

anticorpos durante o curso de uma resposta humoral T-dependente. A maturação de 

afinidade é um resultado da mutação somática dos genes das cadeias leve e pesada de 

Ig induzida por AID, seguida pela sobrevivência seletiva de células B que produzem 
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anticorpos de alta afinidade que se ligam ao antígeno exposto, nos centros germinativos. 

As células TFH também participam na seleção de células B de alta afinidade. Alguns das 

progênies de células B dos centros germinativos se diferenciam em plasmócitos 

secretores de anticorpos que migram para a medula óssea. Outras progênies tornam-

se células B de memória e vivem por longos períodos, recirculam entre os linfonodos e 

baço e respondem rapidamente a exposições subseguentes de antígenos 

diferenciando-se em secretores de anticorpos de alta afinidade. A expressão de diversos 

fatores de transcrição controla a diferenciação de células B ativadas em plasmócitos ou 

em células de memória (85).  

As células B de memória são essenciais na manutenção de respostas de 

anticorpos de longa duração e na condução da resposta anamnéstica rápida de 

anticorpos após a reexposição ao mesmo antígeno. Descobertas recentes têm apoiado 

a existência de diferentes populações de células B de memória dependentes do centro 

germinativo e dependentes do centro germinal, que podem ter funções biológicas 

distintas (87). Pouco se sabe sobre o significado das células B de memória específicas 

para o FVIII em pacientes com hemofilia A que desenvolvem anticorpos neutralizantes 

contra o FVIII. Os anticorpos neutralizantes de alta afinidade são mais provavelmente o 

resultado de reações no centro germinativo de fase tardia que geram células 

plasmáticas de vida longa e células B de memória comutada com alta afinidade. 

Portanto, é possível que as células B de memória específicas para FVIII sejam 

essenciais na manutenção de níveis duradouros de anticorpos neutralizantes contra o 

FVIII(50). Uma vez estabelecidas as respostas de anticorpos neutralizantes específicos 

para FVIII, é provável que seja necessária uma erradicação de células B de memória 

específicas para FVIII para evitar a persistência destes anticorpos. As células B de 

memória específicas para o FVIII no sangue de pacientes com hemofilia A foram 

estudadas. No total, 12 pacientes com hemofilia A grave foram analisados para a 

presença de células B de memória específica para FVIII e células produtoras de 

anticorpos em circulação, 6 dos 12 pacientes tinham anticorpos neutralizantes contra o 

FVIII com títulos de Bethesda entre 1 e 1.000 UB/ml, 5 dos 6 pacientes com anticorpos 

neutralizantes não haviam sido tratados com produtos FVIII, mas com produtos de 

bypass no momento da coleta. Nenhum dos pacientes apresentaram níveis detectáveis 

de células produtoras de anticorpos específicos para o FVIII em sua circulação, e não 

havia níveis detectáveis de células B de memória específicas para FVIII na sua 

circulação, para o perfil de células estudadas. A frequência de células B de memória 

para o FVIII no paciente positivo foi de 0,24% do total de células B de memória IgG. Os 

autores concluíram que a dificuldade em detectar células B de memória específicas para 

FVIII nos 5 pacientes com anticorpos neutralizantes para FVIII indica que pode ser difícil 
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rastrear directamente células B de memória na circulação e que os agentes de bypass 

administrados aos pacientes podem não ter fornecido estímulos suficientes para manter 

o pool de células B de memória específicas na circulação. O perfil de células B de 

memória neste estudo foi CD19+ CD20+ CD127+ (88).  

Enquanto as células B tradicionalmente são consideradas como promotoras da 

resposta imune via secreção de anticorpos e produção citocinas pró-inflamatórias, 

estudos recentes também confirmaram um papel importante para a regulação negativa 

mediada por células B na imunidade. As células B reguladoras (linfócitos B10) regulam 

a imunidade através da produção da citocina anti-inflamatória interleucina-10 (IL10). 

Atualmente estas células são mais bem definidas pela capacidade de produzir IL10, 

uma vez que até o momento, não se limita a nenhum subconjunto fenotípico. Em 2002, 

foram publicadas as primeiras pesquisas experimentais que evidenciaram a relação de 

células B de função reguladora e produção de IL10. Estes foram os primeiros a utilizar 

o termo "células B reguladoras" para descrever um subconjunto de células B CD1d+ 

associadas ao intestino que suprimiram produção inflamatória de citocinas durante a 

progressão da colite em camundongos que secretaram IL10 (52).  

 

1.3.3 Tolerância Imunológica  
  

A tolerância imunológica é a não responsividade de um atígeno, induzida pela 

exposição de linfócitos específicos a este antígeno. A tolerância de autoantígeno é uma 

propriedade fundamental do sistema imunológico normal e a falha de autotolerância leva 

às doenças autoimunes. A tolerância central é induzida em órgão linfoides centrais (timo 

e medula óssea), quando linfócitos imaturos encontram autoantígenos presentes nestes 

órgãos. A tolerância periférica ocorre quando linfócitos maduros reconhecem 

autoantígenos em tecidos periféricos em condições específicas. Em linfócitos T, a 

tolerância central ocorre quando células T do timo com receptores de autoafinidade para 

autoantígeno reconhecem estes antígenos no timo (figura 15). As células T imaturas 

que reconhecem autoantígeno no timo morrem (seleção negativa). As células T 

regulatórias inibem respostas imunológicas através de múltiplos mecanismos (89). 

Em linfócitos B, a tolerância central é induzida quando células B imaturas 

reconhecem autoantígenos provenientes na medula óssea. O resultado é a aquisição 

de uma nova especificidade, chamada edição de receptor, ou morte por apoptose de 

células B imaturas. As células B maduras que reconhecem autoantígeno na periferia, 

na ausência da ajuda de célula T, podem ser tornar anérgicas, sofrendo apoptose ou 

tornando-se funcionalmente não responsivas devido à ativação de receptores inibitórios 

(89). A estimulação por longo tempo com FVIII em pacientes com hemofilia A com 
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inibidores ao FVIII é um dos poucos exemplos clínicos de indução bem-sucedida de 

tolerância imunológica específica para antígenos em pacientes com problemas 

imunológicos estabelecidos. Portanto, ITI em pacientes com inibidores de FVIII deve 

fornecer um excelente modelo clínico para o estudo dos mecanismos de indução de 

tolerância imunológica específica para antígeno em um sistema imunológico já 

estabelecido.  

 
Figura 15. Tolerância central e periférica a autoan tígenos . Figura adaptada do material complementar 

on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.  

 

As características imunológicas da ITI são, um sistema imune preparado por uma 

exposição crônica a um antígeno proteico (FVIII), a modulação de uma resposta de 

anticorpos estabelecida a este antígeno protéico e a indução de uma tolerância 

imunológica de longa duração. No início da ITI, o sistema imune de pacientes com 

inibidores de FVIII é provavelmente caracterizado por uma forte memória imune 

específica para FVIII, consistindo de células T CD4+ de memória específica para FVIII, 

células B de memória específica para FVIII e plasmócitos que produzem anticorpo anti-

FVIII. É provável que todas as três classes de células de memória contenham 

subconjuntos de células de vida longa que devem ser capazes de sobreviver mesmo 

quando o paciente não recebe nenhum tratamento adicional com FVIII. Pode-se esperar 

que esses subconjuntos de células de memória de vida longa específicas do FVIII 



50 
 

 

precisem se tornar inativadas ou erradicadas durante o curso de ITI bem-sucedida. As 

células plasmáticas regulam negativamente os receptores de antígenos durante a 

diferenciação terminal. Portanto, a inibição antígeno-específica direta ou a depleção de 

células plasmáticas produtoras de anticorpos de vida longa pelo ITI parece bastante 

improvável. Com base no conhecimento imunológico atual, esperamos que células B de 

memória específicas para FVIII e células T CD4+ com memória também específica para 

FVIII se tornem funcionalmente inativadas e/ou depletadas durante o curso de ITI bem-

sucedida (53). 

Como resultado da inibição ou depleção de células B de memória e/ou células T 

CD4+ de memória, o pool de células plasmáticas produtoras de anticorpos de vida longa 

não seria mais reabastecido pelas células B de memória que se diferenciam em células 

plasmáticas produtoras de anticorpos. Consequentemente, a reexposição ao FVIII 

deixaria de estimular a diferenciação de células B de memória em células plasmáticas 

produtoras de anticorpos, o que poderia eventualmente levar à extinção de células 

plasmáticas produtoras de anticorpos anti-FVIII de vida longa. Para a manutenção da 

tolerância imunológica específica ao FVIII, a completa inativação ou depleção de todas 

as células T CD4+ especí�cas do FVIII ou a indução de uma tolerância  imunológica ativa, 

por exemplo, por indução de células T reguladoras específicas ao FVIII deve ser 

essencial. Dois estudos recentes demonstraram que a exposição crônica de um sistema 

imune inativado a antígenos leva à indução de células T com propriedades 

reguladoras(90)(91). A exposição prolongada ao antígeno pode, na ausência de sinais 

de ativação completa, levar à seleção de células T com propriedades reguladoras. A 

exposição crônica de pacientes com hemofilia A ao FVIII pode induzir células T capazes 

de suprimir a atividade de células T efetoras específicas para FVIII. Como 

consequência, as células T efetoras não seriam mais capazes de fornecer ajuda a 

células B específicas de FVIII, o que impediria a diferenciação dessas células B em 

células plasmáticas produtoras de anticorpos e, eventualmente, levaria à deleção 

dessas células B (53).  

Neste contexto, a indução de tolerância imune em pacientes portadores de 

hemofilia é um instrumento importante para avaliação da resposta imune celular e 

humoral ao FVIII em pacientes com hemofilia A e inibidores. Até o momento, não há 

estudos que avaliam em longo prazo o comportamento do sistema imunológico destes 

pacientes frente a uma avaliação conjunta de imunoglobulinas, citocinas intracelulares 

e frequência de células B e T de função regulatórias correlacionado ao desfecho clínico 

de sucesso e falha da ITI.  

A avaliação da correlação entre a interação de resposta humoral e celular em 

pacientes portadores de hemofilia A submetidos à ITI pode contribuir para o 
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esclarecimento da fisiopatologia dos inibidores. Além disso, o conhecimento do 

mecanismo de tolerância contribui para novas estratégias que possam promover uma 

tolerância mais rápida e possivelmente menos dispendiosa para o paciente com 

hemofilia A.  
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2. RACIONAL/HIPÓTESE 
 

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa evidenciaram que em pacientes 

portadores de hemofilia A com inibidor classificados como alto respondedores ao FVIII, 

houve correlação entre altos títulos de inibidor > 5 UB/ml e a presença de apenas uma 

subclasse de imunoglobulina com especificidade ao FVIII, a IgG4. Neste estudo, quando 

os pacientes foram considerados baixo respondedores, com título abaixo de 5 UB/ml, a 

IgG4 anti-FVIII foi ausente ou foi minimamente reativa(65). Interessante notar que, 

pacientes considerados alto respondedores que apresentaram baixos títulos de inibidor 

no momento da avaliação, a IgG4 anti-FVIII não foi identificada. Essa avaliação foi 

realizada em um estudo transversal e confirmada na avaliação longitudinal de alguns 

pacientes tratados sob demanda com concentrado de FVIII. Portanto, o perfil das 

imunoglobulinas envolvidas com o desenvolvimento dos inibidores, sobretudo em altos 

títulos, foi relacionado à presença da subclasse IgG4.  

A presença de IgG4 em outras situações é classicamente considerada como um 

bom fator prognóstico, pois nos últimos anos tem sido relacionada à resposta 

imunológica de tolerância em situações tardias a reação alérgicas ou parasitárias. As 

pesquisas recentes têm demostrado que a presença de IgG4 está associada a uma 

função patológica em um grupo de doenças de caráter autoimune, chamadas doenças 

fibro-inflamatória sistêmica (92)(61). A IgG4 tem um espectro clínico amplo em que 

múltiplos órgãos afetados e o diagnóstico depende de achados histopatológicos típicos, 

além da elevada expressão de IgG4 em plasmócitos no tecido acometido. Esta resposta 

“anormal” nos fez pensar sobre o mecanismo que leva o sistema imunológico destes 

pacientes a produzir esta subclasse específica de imunoglobulinas. As doenças fibro-

inflamatória sistêmica apresentam caráter autoimune e também têm sido associadas à 

disfunção de células T reguladoras(93). Na literatura também há evidências que 

demonstram que células B secretam IgG4 através de sinalização de IL10(94).  

Contudo, a hipótese deste trabalho foi que as células T e B reguladoras exercem 

um papel fundamental na produção e/ou tolerância à proteína do FVIII e desta forma 

tornou-se interessante a avaliação longitudinal de amostras de pacientes submetidos a 

protocolos de ITI para avaliação de imunoglobulinas, citocinas e células envolvidas 

neste processo e a posterior confirmação destes resultados com um estudo de coorte 

transversal com maior número de pacientes avaliados.  

  



53 
 

 

3.OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral  

O objetivo deste estudo foi caracterizar o mecânismo de tolerância imunológica 

ao FVIII em pacientes com hemofilia A com inibidor submetidos ao protocolo de Indução 

de Tolerância Imune (ITI).  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Através de um estudo de coorte longitudinal prospectivo, avaliar: (1) Subclasses 

de imunoglobulinas IgG1 e IgG4 específicas para FVIII; (2) Função de células T 

efetoras CD4+; e células B CD19+ em cocultura de PBMC através da avaliação 

de TNF-� , TGF-� , IL4, IL5, IL10, IL21 intracelular ao estímulo de FVIII/PMA; (3). 

Frequência dos linfócitos T e B reguladores (CD4+, CD25+ FOXP3+), (CD19+ 

CD24hi CD38hi) em sangue periférico. 

 

b) Através de um estudo de coorte transversal, com maior número de pacientes ITI, 

confirmar os dados obtidos no estudo longitudinal e acrescentar avaliações 

pertinentes para a melhor compreensão entre as diferenças de resposta 

imunológica dos pacientes de desfecho clínico de sucesso e falha a ITI, avaliar: 

(1) Subclasse de imunoglobulina IgG4 específicas para FVIII; (2) Função de 

células T efetoras CD4+, e células B CD19+ em cocultura de PBMC através do 

TNF-� , TGF-� , IL4, IL21, IL10, IL33, IL9 intracelular ao estímulo de FVIII/PMA; 

(3) Frequência células T CD4+ reguladoras e de células B CD19+ efetoras, de 

memória e reguladoras; (4) Função de células B CD19+ efetoras e reguladoras 

sob células T CD4+ e correlacionar com anticorpos neutralizadores. 
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4. METODOLOGIA 
 
4.1 Casuística 
 
Os pacientes avaliados neste estudo fazem parte do cadastro de pacientes com 

coagulopatia da Unidade de Hemofilia do Hemocentro da Unicamp, que totalizam 975 

indivíduos. Destes pacientes, 333 são pacientes com hemofilia A, sendo 206 

classificados como grave. A prevalência de inibidor entre os pacientes com hemofilia A 

é aproximadamente 7% (23 pacientes). Todos os pacientes com inibidor foram 

submetidos ao protocolo de ITI.   

 

O estudo foi dividido em duas fases:  

 

(1) Estudo de coorte longitudinal prospectivo: selecionamos para este estudo quatro 

pacientes com hemofilia A grave com inibidor submetidos ao protocolo ITI entre maio de 

2010 a maio de 2017, acompanhados na Unidade de Hemofilia do Hemocentro Unicamp 

em Campinas, SP (a inclusão de pacientes foi iniciada no trabalho de mestrado). Todos 

os pacientes iniciaram o tratamento de ITI com baixa dose de concentrados de FVIII 

derivado de plasma (pdFVIII), utilizando doses de 35 a 50 UI/kg 3 vezes por semana. 

As amostras foram coletadas e avaliadas pré-tratamento (baseline), durante e após o 

protocolo ITI.  

(2) Estudo de coorte transversal: selecionamos para este estudo 23 pacientes com 

hemofilia A grave com inibidor submetido ao protocolo ITI a partir de janeiro de 2015 a 

outubro de 2018 acompanhados na Unidade de Hemofilia do Hemocentro Unicamp em 

Campinas, SP. Todos os pacientes iniciaram o tratamento ITI com baixa dose de 

concentrados de FVIII recombinante (rFVIII) ou FVIII derivado de plasma (pdFVIII), 

utilizando doses de 35 a 50 UI/kg 3 vezes por semana. Esses pacientes foram avaliados 

pré e durante a ITI, com avaliações laboratoriais ao final do protocolo na conclusão do 

desfecho clínico. 

Todos os procedimentos seguiram os padrões éticos estabelecidos. Após a 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos pacientes e/ou 

seus responsáveis legais, foram coletadas amostras de sangue de cada paciente no 

estudo prospectivo, em seguida processadas e armazenadas no Laboratório de 

Hemostasia do Hemocentro de Campinas da Unicamp, seguindo as normas 

determinadas no procedimento operacional referente ao biorrepositório deste estudo. 

No estudo retrospectivo, as amostras previamente armazenadas foram analisadas após 

a assinatura do TCLE desse estudo. Em anexo o parecer do comitê de ética da 

faculdade de medicina da Universidade Estadual de Campinas.  
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4.2 Protocolo de Imunotolerância utilizado e defini ções de resultado 

 

Todos os pacientes utilizaram como protocolo inicial de ITI, um regime de baixa 

dose de concentrado de fator VIII (25 a 50 UI/kg, três vezes por semana), com diferentes 

concentrados de fator VIII derivados de plasma, contendo ou não FVW, ou concentrado 

de fator VIII recombinante somente. Após 2011, todos os pacientes incluidos neste 

estudo utilizaram o Protocolo Brasileiro de ITI. Os critérios de aumento de dose foram 

definidos com base neste protocolo, descritos previamente. Os resultados da ITI foram 

definidos de acordo com os critérios apresentados no Consenso Internacional de ITI e 

no Protocolo Brasileiro de ITI, como se segue:  

(i) sucesso completo, definido como inibidor não detectável (título < 0,6 

UB/mL), recuperação do fator VIII > 66% dos valores esperados, uma 

meia-vida do fator VIII > 6 horas e ausência de resposta anamnéstica 

após a exposição ao fator VIII 

(ii) sucesso parcial: título do inibidor < 5 UB/mL e/ou recuperação de fator 

VIII < 66% dos valores esperados e/ou meia vida do fator VIII < 6 horas, 

com resposta clínica a infusões do fator VIII sem aumento do título de 

inibidor > 5 UB/mL 

(iii) falha: a falta de critérios para o sucesso total ou parcial no prazo de 33 

meses de tratamento. 

 

4.3 Desenvolvimento técnico durante o estudo 

 

No desenvolvimento deste trabalho, duas sugestões de modificações técnicas 

foram propostas, com o objetivo de melhorar as metodologias utilizadas na detecção 

dos inibidores de FVIII. É importante salientar que a metodologia atualmente empregada 

para a detecção de inibidores apresenta um alto coeficiente de variação, que pode 

chegar até 50% (95). As sugestões de melhoria da técnica resultaram em um trabalho 

desenvolvido e publicado por nosso grupo em 2015 que apresenta uma ferramenta pré-

analítica para melhora da sensibilidade técnica do método de Bethesda modificado, 

especialmente para as avaliações de ITI (Anexo II) (96). Um segundo trabalho que está 

em processo de submissão tem a proposta de aperfeiçoar a detecção do inibidor de 

FVIII, com a avaliação do FVIII por uma técnica alternativa e interpretação conjunta de 

determinação da quantidade e função do anticorpo (Anexo VI).  
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 4.4 Coleta e processamento das amostras 
 

As amostras foram coletadas de acordo com a tabela 1, que descrimina o tipo 

de amostra, a quantidade de sangue total coletado e o objetivo da mesma para cada 

análise.  

  



57 
 

 

Tabela 1.  Tipo de amostras coletadas de sangue periférico e testes realizados 
 

Paciente com hemofilia com história de inibidor  

5 tubos de citrato  
(total 25 ml)* 

�  Determinação de inibidor de FVIII 
(método de Bethesda modificado)  

 
�  Determinação das imunoglobulinas 

(método ELISA in house) 
 

�  FVIII:C (método cromogênico e 
coagulométrico) 

 

5 tubos de 
heparina  
(total 30 ml)* 
 

�  Determinação de frequência celular 
(citometria de fluxo) 

 
�  Produção de citocina intracelular (co-

cultura PBMC) 
 

�  “Sorting” de células B para avaliação 
de citocinas específicas em CD4+ e 
CD19+  

 
* Para os pacientes pediátricos, o volume da coleta de sangue respeito ao volume máximo 
recomendado de 3% do volume total de sangue durante um período de quatro semanas e sem 
exceder 1% em qualquer momento. Considerando o volume total estimado de sangue de 80 a 
90 mL/kg de peso corporal, 3% é de 2,4 mL de sangue por kg de peso corporal. Portanto, em 
algumas ocasiões a coleta das amostras de citrato e heparina ocorreram em momentos distintos. 

 
4.5 Determinação de inibidor pelo método de Bethesd a modificado 
 

As amostras foram coletadas em tubos contendo citratado e o plasma foi 

separado por 2500 g durante 10 min e armazenamento a -80ºC até o ensaio ser 

realizado. Os anticorpos neutralizantes anti-FVIII (inibidores) foram detectados pelo 

ensaio de Bethesda com modificação de acordo com o protocolo da Federação Mundial 

de Hemofilia (95). Para melhorar a sensibilidade do teste, as amostras para avaliação e 

inibidor em ITI foram previamente tratadas com calor, 56ºC em 30 minutos (96). 

Considerando a alta variação deste ensaio, demonstrada por diferentes controles de 

qualidade externos, realizamos três diferentes diluições de determinação de FVIII para 

cada análise. Todos os pacientes foram rastreados com amostra não diluída e, quando 

o resultado foi positivo, então seguimos as avaliações com um intervalo de diluições de 

1:2 até 1:320 com tampão de imidazol 0,1 M, pH 7,4 (Instrumentation Laboratory 

Bedford, Massachusetts, EUA). Cada diluição foi novamente diluída na proporção 1:2 

com um pool de plasma normal, considerado a fonte de FVIII de concentração 

conhecida. Em seguida, todas as diluições foram incubadas por 2 horas a 37ºC. A 
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atividade coagulante de FVIII (FVIII:C) em cada amostra foi medida com metodologia 

coagulométrica de um estágio pelo método de tempo de tromboplastina parcial ativado 

(TTPa), utilizando o reagente cefalina (Instrumentation Laboratory Bedford, 

Massachusetts, EUA), plasma deficiente em FVIII (Instrumentation Laboratory Bedford, 

Massachusetts EUA) como substrato no analisador de coagulação TOP 550 

(Instrumentation Laboratory Bedford, Massachusetts, EUA). As curvas de calibração 

foram preparadas usando plasma de referência padrão (Instrumentation Laboratory 

Bedford, Massachusetts, EUA). Os resultados foram calculados por regressão linear de 

uma curva onde 1 unidade Bethesda (UB) apresenta atividade residual de 50% de FVIII 

e 0 UB 100%. De acordo com esta metodologia, 1 UB/ml é capaz de neutralizar 50% da 

atividade de FVIII:C. Para amostras não diluídas se a atividade residual foi �  100%, o 

resultado foi relatado como 0 UB/ml. Se a amostra não diluída foi <100% de fator 

residual, foram avaliadas diluições adicionais até se atingir uma atividade residual entre 

25% e 75%. Neste caso, pelo menos três diluições foram plotadas na curva da linha 

para verificar a cinética do anticorpo. O paralelismo entre as três diluições foi avaliado 

e o coeficiente de variação <15% foi aceito. A atividade residual de 50% de diluição foi 

selecionada para o resultado final. Para todas as amostras diluídas, o fator de diluição 

aplicado foi considerado para o resultado final. O inibidor positivo foi definido como > 

0,6 UB/ml. 

 

4.6 Detecção de subclasses de IgG anti-FVIII por EL ISA 

 

As subclasses IgG anti-FVIII foram realizadas por ELISA, utilizando dois 

produtos FVIII diferentes (os produtos utilizados foram selecionados de acordo com 

produto ao qual o paciente estava em uso em seu tratamento), um concentrado pdFVIII, 

Octavi SD Optimum® (Octapharma, França) e um concentrado FVIII recombinante 

(rFVIII), Advate®, (Shire, Lexington, MA, EUA). No primeiro dia, as placas de poliestireno 

(Nunc-Immuno ™ PolySorp®, Thermo Scientific ™, EUA) foram revestidas com 5 UI/mL 

de FVIII a 4°C por 12h. No segundo dia, as placas f oram lavadas (solução salina 

tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4 contendo Tween 20) e locais de ligação não 

específicos foram bloqueados por incubação de tampões de bloqueio (tampão de 

lavagem com albumina de soro bovino (BSA) durante 1 hora à temperatura ambiente. 

Posteriormente, considerando o segundo passo de lavagem, as amostras de plasma 

dos pacientes ITI e dos controles negativos (indivíduos saudáveis) e de controles 

positivos (paciente com inibidor de alto título) foram incubadas durante 2h a 37°C. 

Depois da terceira lavagem foi adicionado anticorpos anti-humano-IgG específico para 

subclasses IgG1, IgG4 (Southern Biothechnology Inc., EUA) foram aplicados como um 
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anticorpo secundário conjugado com enzima cromogênica com incubação de 1h a 37°C. 

Após o último passo de lavagem, O-fenilenodiamina (OPD) foi adicionado e incubou-se 

à temperatura ambiente no escuro. A densidade óptica (OD) para cada amostra foi 

avaliada por Microplate Reader (Sunrise™ Tecan, Suíça) em 492 nm. A amostra inicial 

de diluição para avaliação foi de 1:20 e as amostras foram consideradas positivas 

quando a densidade óptica foi maior do que o corte estabelecido por amostras de 

indivíduos saudáveis e o branco. Quando as amostras foram positivas, analisou-se pelo 

menos 7 diluições de 1:20 a 1:640 de cada paciente. Para o resultado de cada amostra, 

foi construída uma curva linear para confirmar a reatividade de IgG contra FVIII. A 

precisão (variabilidade inter- e intra-ensaio) do método foi avaliada e a variabilidade foi 

± um passo de diluição em inter-ensaios. Técnica baseada em Isotype Determination of 

Antibodies. Current Protocols in Immunology (97). 

 

4.7 Preparação de PBMC para cocultura de células CD 4+ e CD19+ 

 

Isolamos PBMC (células mononucleares de sangue periférico) de amostras de 

sangue heparinizadas coletadas em até uma hora. As amostras de PBMCs foram 

isoladas por centrifugação em gradiente usando Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, Inc., St. 

Louis, MO, EUA), centrifugação a 200 g durante 20 minutos. As células foram separadas 

e lavadas com 15 ml de PBS estéril. Quando as células foram utilizadas frescas, ou seja, 

sem passar pelo processo de congelamento, as mesmas foram suspensas com a 

concentração 1x106 linfócitos viáveis por ml em meio RPMI-1640 estéril (Sigma-Aldrich, 

Inc., St. Louis, MO, EUA) com 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich, Inc., St. 

Louis, MO, EUA) e 1% de antibiótico. Quando as células foram criopreservadas, utilizou-

se uma concentração final de 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) em SFB. As PBMCs 

foram aliquotadas em 1x107 linfócitos/ml. Para o descongelamento da PBMCs, as 

células foram descongeladas rapidamente, e diluídas lentamente com RPMI para 

remover DMSO. O RPMI foi aquecido a 37ºC em banho-maria antes do 

descongelamento. Os crioviais foram transferidos do nitrogênio líquido para o banho-

maria 37°C. O RPMI aquecido foi adicionado gota a g ota no criovial contendo a 

suspensão celular, lentamente ao longo de um período de 30 segundos, e adicionou-se 

1 ml de RPMI a uma suspensão celular contendo 1 ml criovial. Em seguida, as células 

foram transferidas para um tubo de centrifugação de polipropileno contendo 5 ml de 

RPMI aquecido e centrifugado a 200 g durante sete minutos. A concentração de trabalho 

final foi de 1x106 cel/ml de PBMCs em meio RPMI a temperatura ambiente. Técnica 

baseada em Isolation of Whole Mononuclear Cells (98). 
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4.8 Análise de citocinas intracelular específicas a o antígeno do FVIII 
 

A cultura in vitro a curto prazo das PBMCs foi realizada com base no protocolo 

proposto por Foster B e cols (99). Em resumo, 1x106 PBMC viáveis foram incubadas 

durante 6 h a 37°C numa incubadora humidificada com  CO2 a 5% para cada protocolo 

de estimulação, (a) 10 UI/ml de concentrado FVIII recombinante, Advate® (Shire, 

Lexington, MA, EUA), (b) 13-acetato de 12-miristato de forbol (PMA) (Sigma-Aldrich, 

Inc., St. Louis, MO, EUA) a 25 ng/ml, ionomicina (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, 

EUA) a 1 mg/ml, ou (c) não estimulado como controle. As reações de células 

relacionadas a apresentação de antígenos são impedidas pela presença de inibidores 

de transporte, como a brefeldina A (BFA). Por conseguinte, as células foram 

primeiramente incubadas com o antígeno durante 2 h. Em seguida, adicionou-se BFA 

(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA) a uma concentração final de 10 mg/ml nas 

culturas durante as últimas 4 h da incubação de 6 h. Ao inibir a secreção de citocinas, o 

BFA aumenta a quantidade de citocinas no complexo de Golgi e, assim, aumenta a 

detecção das mesmas na região intra-celular. As culturas de controle positivo, 

denominadas culturas estimuladas com PMA, normalmente demonstram altos níveis de 

TNF+. As PBMCs também foram cultivadas sem qualquer estímulo para avaliação de 

controle negativo. Após o período de incubação, as células foram marcadas e avaliadas 

para TNF, IL4, IL5, IL21, IL10 e TGF-B para CD4+ e IL10 para CD19+. Um total de 50.000 

eventos foram registrados para cada ensaio quando possível. O equipamento utilizado 

para a análise da citometria de fluxo foi o FACSCalibur (BD BioSystems). Para a 

segunda fase do trabalho as citocinas avaliadas foram IL4, IL21, IL10, IL9, IL33 e a 

incubação das amostras foi com aproximadamente 1x106 PBMC viáveis incubadas 

durante 24 h a 37°C numa incubadora humidificada co m CO2 a 5% para cada protocolo 

de estimulação. Então, as células foram primeiramente incubadas com o antígeno 

durante 19 h. Em seguida, adicionou-se BFA (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA) 

a uma concentração final de 10 mg/ml nas culturas durante as últimas 5 h da incubação. 

Técnica baseada em Detection of Intracellular Cytokines by UNIT 6.24 Flow Current 

Protocols in Immunology (99).  

 

4.9 Análise de citometria de fluxo de células T e B  para frequência celular e 

“ sorting”  de células B reguladoras CD19 + CD24hi CD38hi 
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A avaliação das células T e das células B por citometria de fluxo foi realizada 

com baseado no protocolo da BD-Bioscience, com o uso dos seguintes anticorpos 

monoclonais da BD-Bioscience (Franklin Lakes, New Jersey, EUA): anti-CD4 marcado 

com Peridinin chlorophyll Cy5.5 (PerCP-Cy5.5); anti-CD25 marcado com Brilliant Blue 

515 (BB515); anti-FOXP3 marcado com Alexa Fluor (Alexa-647); anti-CD 19 marcado 

com peridinin chlorophyll (PerCP); anti-CD24 marcado com fluorescein isothiocyanate 

(FITC); anti-CD38 marcado com Allophycocyanin (APC). Em resumo, em 100 � l de 

células foi adicionado 5 � l de anticorpo monoclonal marcado com fluorocromo. As 

amostras foram protegidas da luz e incubadas à temperatura ambiente durante 20 min. 

Uma vez marcadas, para T regs as células foram permeabilizadas e fixadas. Um total 

de 50.000 eventos no mínimo foram registrados para cada ensaio quando possível. O 

equipamento utilizado para a análise da citometria de fluxo foi o FACSCalibur (BD 

BioSystems). Os resultados foram expressos como porcentagens da população de 

linfócitos CD4+ e CD19+. A separação de células B reguladoras foi realizada no 

equipamento BD FACSAria II (BD BioSystems).  

 

4.10 Análise estatística 

 

As análises dos dados foram realizadas utilizando o programa estatístico 

Prism5.0 GraphPad. As variáveis quantitativas foram descritas na forma de mediana 

com um intervalo de mínimo e máximo. Para comparação de variáveis quantitativas não 

paramétricas entre os dois grupos, o teste de Mann-Whitney foi aplicado, enquanto que 

o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparação acima de dois grupos. O 

coeficiente de correlação de classificação de Spearman ou Pearson foram utilizadas 

para avaliar a relação entre dois parâmetros quantitativos no mesmo grupo, em casos 

de haver distribuição normal ou não. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado 

significativo, e um valor de p inferior a 0,001 foi considerado altamente significativo em 

todas as análises.  
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5-RESULTADOS 
 
5.1 Resultados da primeira fase do trabalho, estudo  longitudinal prospectivo 
 

Na primeira fase do estudo, quatro pacientes com hemofilia A grave foram 

avaliados longitudinalmente em até cinco anos de seguimento desde o início do 

tratamento de ITI, entre maio de 2010 a maio de 2017. A mediana de idade no início do 

tratamento de ITI foi de 5,2 anos (1,8 a 13,2 anos) e a mediana do título de inibidor pré 

ITI foi de 6,8 UB/ml (3,2 a 16,3 UB/ml). A mediana do pico histórico de inibidor foi de 55 

UB/ml (9,2 a 150 UB/ml). Três pacientes alcançaram resposta completa de sucesso para 

a ITI com uma mediana de resposta de 40 meses. Um paciente apresentou falha após 

três tentativas de ITI. As características clínicas destes pacientes e os detalhes do 

protocolo estão demonstrados na tabela 2.  

 

Tabela 2.  Características clínicas dos pacientes com hemofilia A grave, submetidos ao 

tratamento de ITI, incluídos na primeira fase do estudo. 

Pacientes  1 2 3 4 

Idade do primeiro inibidor  2a 2m 1a 2m 1a 10m 3a 11m 

Idade no início da ITI  5a 9m 4a 7m 1a 11m 13a 2m 

Pico histórico inibidor 
(UB/ml) 

150 54 9,2 56 

Inibidor pré ITI (UB/ml)  3,2 3,7 16,3 10 

Resposta ITI aos 33 meses  Sucesso parcial  Sucesso parcial Sucesso Falha 

Desfecho clínico ITI  Sucesso Sucesso Sucesso Falha 

Tempo para atingir tolerância 
ao FVIII  

40 meses 
(mês 7 do 2a ITI) 

47 meses 
(mês 14 do 2a ITI) 

Mês 7 
1° Protocolo ITI 

Falha após 
3° Protocolo ITI 

Período de seguimento  5 anos 
(72 meses) 

5 anos 
(72 meses) 

4 anos 
(48 meses) 

4 anos 
(48 meses) 

Protocolo inicial utilizado  50 UI/kg  
3x/semana 

25 UI/kg  
3x/semana 

30 UI/kg  
3x/semana 

75 UI/kg 
3x/semana 

O paciente 1 obteve sucesso na ITI no mês 7 do 2º protocolo ITI, com título de 

inibidor de 0 UB/ml, recuperação de 66% e meia-vida de 7 horas para o FVIII (figura 16). 

O paciente 2 alcançou o sucesso na ITI no mês 14 do 2º protocolo ITI, com título de 

inibidor de 0,3 UB/ml, recuperação de 66% e meia-vida de FVIII de 16 horas (figura 17). 

O paciente 3 obteve sucesso na ITI no mês 7, com título de inibidor de 0,56 UB/ml, 

recuperação de 80% e meia-vida de FVIII de 7 horas (figura 18). O paciente 4, que 

iniciou o protocolo ITI com 10 UB/ml, apresentou falha na ITI com título de inibidor de 
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6,7 UB/ml no mês 33 e manteve inibidor positivo durante os três diferentes tipos de 

protocolos ITI (figura 19).  

Figura 16.  Seguimento clínico ITI paciente 1 . Seguimento clínico do paciente 1 quanto ao tipo de 

tratamento e intervenções durante os protocolos de ITI ao qual foi submetido e desfecho clínico. Este 

paciente apresentou sucesso na ITI após 2 protocolos distintos de ITI. 

Figura 17.  Seguimento clínico ITI paciente 2. Seguimento clínico do paciente 2 quanto ao tipo de 

tratamento e intervenções durante os protocolos de ITI ao qual foi submetido e desfecho clínico. Este 

paciente apresentou sucesso na ITI após o segundo protocolo de ITI. 
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Figura 18.  Seguimento clínico ITI paciente 3. Seguimento clínico do paciente 3 quanto ao tipo de 

tratamento e intervenções durante os protocolos de ITI ao qual foi submetido e desfecho clínico. Este 

paciente apresentou sucesso na primeira tentativa de ITI.  

Figura 19.  Seguimento clínico ITI paciente 4. Seguimento clínico do paciente 4 quanto ao tipo de 

tratamento e intervenções durante os protocolos de ITI ao qual foi submetido e desfecho clínico. Este 

paciente apresentou falha na ITI nos três protocolos ao qual foi submetido. 

 

Na tabela 3, estão descriminados o número de amostras analisadas quanto a 

quantificação de inibidores e imunoglublinas realizados durante o estudo para cada 
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paciente e os valores de mediana com mínimo e máximo. Também foi observado 

correlação entre anticorpos inibidores e IgG4 anti-FVIII. 

 

Tabela 3.  Determinação da quantificação de inibidores e imunoglobulina IgG4 dos 

pacientes inclusos na primeira fase do estudo. 
 

Mediana 
UB/ml 

Mínimo 
UB/ml 

Máximo 
UB/ml 

IgG4 anti-FVIII* 

Paciente 1  2,06 0 62,8 0,835 (p 0,002) 

Paciente 2  1,37 0 7,46 0,882 (p 0,002) 

Paciente 3  0,33 0 16,3 0,971 (p 0,003) 

Paciente 4  7,59 0,92 23,2 0,910 (p 0,840) 

* Correlação de Sperman quantificação de inibidor e FVIII-IgG4 para os quatro pacientes inclusos na ITI 

 

Para avaliar o tipo de imunoglobulinas associadas aos inibidores, o paciente 1 e 

2 foram avaliados durante um período 72 meses, ou seja, aproximadamente dois anos 

e meio após obtenção do sucesso na ITI (figuras 20 e 21, respectivamente). Os 

pacientes 3 e 4 foram avaliados após 23 e 58 meses após ITI (figuras 22 e 23, 

respectivamente). Os títulos de inibidor e as imunoglobulinas IgG1 e IgG4 anti-FVIII 

foram realizadas durante um período de 4 a 5 anos após o início do protocolo de ITI, 

correspondente ao tempo em que se obteve o sucesso da ITI ou o momento da última 

avaliação realizada.  

Entre os quatro pacientes, 3 apresentaram sucesso completo para a ITI com 

melhora clínica e nos parâmetros farmacocinéticos. O paciente 4, que não atingiu 

sucesso completo no momento da avaliação no mês 33, mostrou presença persistente 

de IgG4 anti-pdFVIII com níveis elevados. Os pacientes 1, 2 e 3 evidenciaram ao final 

do tratamento ausência de IgG4 anti-FVIII. A linha de tendência observada para IgG4 

anti-FVIII não foi observada para IgG1 anti-FVIII de acordo com inibidor anti-FVIII entre 

os pacientes. Interessante notar que o paciente 2 após o sucesso alcançado com o título 

de inibidor negativo e baixos níveis de IgG4 anti-FVIII, evoluiu com aumento no título de 

inibidor e IgG1 anti-FVIII após receber uma vacina, este inibidor foi negativado após 

algumas semanas. Este paciente continuou a ser tratado com concentrados de FVIII 

com bons resultados.  
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Figura 20.  Imunoglobulinas IgG1 e IgG4 paciente 1 durante a IT I. Avaliação longitudinal do paciente 1 

com sucesso completo de ITI no mês 7 do 2° Protocolo .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.  Imunoglobulinas IgG1 e IgG4 paciente 2 durante a IT I. Avaliação longitudinal paciente 2 com 

sucesso ITI. No mês 22 da ITI, após receber imunização vacinal, o título do inibidor aumentou sem 

relevância clínica e poucas semanas depois foi negativo. 
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Figura 22.  Imunoglobulinas IgG1 e IgG4 paciente 3 durante a IT I Avaliação longitudinal do paciente 3 

na ITI com sucesso completo de ITI no mês 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23.  Imunoglobulinas IgG1 e IgG4 paciente 1 durante a IT I. Avaliação longitudinal do paciente 4 

na ITI. O paciente evoluiu com falha da ITI no mês 33. Do mês de 33 a 48, o paciente foi submetido ao 

protocolo de resgate com rituximabe 100mg/dose por semana por 4 semanas consecutivas, porém não foi 

observada diminuições no título de inibidores ou anti-pdFVIII de IgG4. 
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O perfil de citocinas intracelulares de células CD4+de pacientes com hemofilia A 

também foi avaliado em todos os pacientes em dois momentos diferentes de tratamento, 

pré e pós ITI, para verificar qual perfil de citocinas intracelulares conduz a IgG4 em uma 

avaliação longitudinal. A frequência de citocinas intracelulares de células CD4+, com e 

sem estimulação com FVIII está representada na figura 24. O período de avaliação após 

ITI durante a profilaxia foi no mês 20 (0,54 UB/ml) para o paciente 1; no mês 14 do 

segundo protocolo da ITI (0,26 UB/ml) para o paciente 2; no mês 20 durante a profilaxia 

(0 UB/ml) para o paciente 3; e no mês 14 do terceiro protocolo da ITI (3,75 UB/ml) para 

o paciente 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24.  Citocinas intracelulares pré e pós tratamento ITI p aciente 1-4 . As citocinas intracelulares em 

células T CD4+ foram avaliadas no tratamento pré após ITI, para todas as análises a reatividade das 

citocinas foi observada com e sem estimulação com FVIII. Neste gráfico, estão os resultados de citocinas 

após a estimulação com FVIII para CD4+ IL4; CD4+ IL5; CD4+ IL10; CD4+ IL21; CD4+ TGF-B. 

A 
� 
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Os perfis de citocinas pró-inflamatórias no início da ITI para IL4 proveniente de 

CD4+ mostraram resultados similares para a maioria dos pacientes, com frequência de 

produção desta citocina de até 4% das células. Não foram observadas as produções de 

IL5 ou IL10 por estas células. A IL21 foi observada com valores elevados apenas para 

o paciente 2 (22,8%) e o TGF-B foi observado apenas para o paciente 1 (1,6%). Nas 

análises após ITI, IL4 e IL5 foram quase indetectáveis. Níveis aumentados de IL10 foram 

observados para pacientes 3 e 4. A IL21 e o TGF-B mostraram resultados mais elevados 

para os pacientes 2 e 4 quando comparados com os pacientes 1 e 3.  

Após análise das citocinas, observou-se distinta elevação de IL21 e TGF-B nas 

amostras do paciente 2, que levou maior tempo para adquirir tolerância ao FVIII. O 

paciente 4, que evoluiu falha na ITI, apresentou mesmo perfil. Desta forma, a fim de 

avaliar a presença destas citocinas e a relação com a presença ou não de células T 

CD4+ com caráter regulatório, o paciente 2 foi selecionado para uma segunda avaliação 

de citocinas intracelulares. Uma vez que este paciente apresentou recuperação no 

número de células T reguladoras após ITI, foram coletadas amostras frescas de PBMC 

e realizado um sorting para retirar do PBMC deste paciente as células CD25+ (Foxp3+ 

por ser um fator de transcrição intracelular e necessitar a permeabilização da célula para 

a sua avaliação, não pode passar pelo sorting). Os resultados na figura 25 demostram 

que IL21 e TGF-B apresentaram maior frequência quando as células reguladoras CD4+ 

CD25+ estavam ausentes. A análise foi realizada com células sem estímulo em negro, 

com estímulo inespecífico (PMA) em azul e com estímulo específio (FVIII) em vermelho.  

 

Figura 25. Citocinas TNF-A, IL21 e TGF-B intracelul ares em células T CD4 + CD25+ e CD4+ CD25- 

paciente 2.  Citocinas TNF-A, IL21 e TGF-B intracelulares em células T CD4+ CD25+ e CD4+ CD25- 
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provenientes de amostra de PBMC do paciente 2, após estímulo com PMA (azul), FVIII (vermelho) ou não 

estimuladas (preto). 

 

 

Para avaliar a sustentação da resposta ao protocolo de ITI, além das avaliações 

do perfil de inibidores, IgG1 anti-FVIII, IgG4 anti-FVIII e citocinas intracelulares CD4+, 

também foram avaliados citocinas intracelulares de CD19+ em PBMC, após um longo 

período do início da ITI. Para esta avaliação, as citocinas intracelulares foram obtidas 

após a estimulação inespecífica das células com PMA e estimulação específica com 

FVIII. Os pacientes 1 e 2 foram avaliados após cinco anos de tratamento ITI, paciente 3 

e 4 após quatro anos de tratamento ITI.  

Neste momento de análise, os pacientes que alcançaram tolerância 

permaneceram com o mesmo fenótipo e resultados laboratoriais, com resultados 

negativos para inibidores e IgG4 anti-FVIII. O paciente 1 apresentou 0,31 UB/ml, o 

paciente 2 apresentou 0,49 UB/ml e o paciente 3 apresentou 0 UB/ml. Todos 

evidenciaram ausência de IgG4 anti-FVIII. O paciente 4 com falha de ITI apresentou 

4,22 UB/ml e alto nível de IgG4 anti-FVIII detectado na diluição 1:640. O perfil para TH1, 

TH2 e TH3 avaliado com estimulação específica FVIII e PMA inespecífica foi CD4+ TNF-

A para TH1, CD4+ IL4 e CD4+ IL5 para TH2 e CD4+ IL10, CD4+ IL-21 e CD4+ TGF-�  para 

TH3 e CD19+ IL10 para a função reguladora das células B. O TNF-�  produzido por CD4+ 

e IL4 produzida por CD4+ mostrou sensibilização para a maioria dos pacientes ao PMA 

e FVIII (figura 26).  

Os níveis de citocinas foram elevados independentemente do tipo de 

estimulação. Valores maiores foram encontrados para IL4 produzida por CD4+. A IL5 

produzida por CD4+ estava ausente para os pacientes 1 e 2 e presente nas amostras 

dos pacientes 3 e 4. A IL10 produzida por CD4+ PMBC apresentou baixa sensibilização 

para FVIII e PMA para pacientes 3 e 4 e ausente para pacientes 1 e 2. É interessante 

notar que a IL10 produzida por CD19+ foi maior em todos os pacientes que alcançaram 

o sucesso completo do protocolo de ITI e ausente para o paciente 4 que falhou para ITI.  
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Figura 26 . Citocinas intracelulares em células T CD4 + e B CD19+ após até 5 anos do início da ITI  

paciente 1-4.  As citocinas intracelulares em células T e B foram avaliadas após estímulo com FVIII ou 

estímulo inespecífico (PMA) em amostras coletadas após 3, 4 e 5 anos após o sucesso (paciente 1, 2 e 3) 

ou falha (paciente 4) do protocolo de ITI. A célula CD19+ IL10 foi observada apenas nas amostras dos 

pacientes que alcançaram o sucesso completo do ITI. 

 

A frequência das células reguladoras T (CD4+ CD25+ Foxp3+) e B (CD19+ CD24hi 

CD38hi) foram observadas no protocolo de ITI nos momentos pré (baseline) e pós 

protocolo, figura 27. As amostras dos pacientes 1 e 2 foram avaliadas após cinco anos 

da ITI e para os pacientes 3 e 4, após quatro anos.  

Em geral, todos os pacientes apresentaram baixa ou quase ausência de células 

T reguladoras (CD4+ CD25+ FOXP3+) quando o protocolo de ITI foi iniciado, porém a 

frequência dessas células mostrou um aumento após ITI para todos os pacientes que 

obtiveram sucesso completo no ITI, exceto para o paciente 4 que evoluiu com falha no 

protocolo ITI. As células B reguladoras (CD19+ CD24hi CD38hi) um aumento discreto 

após ITI para o paciente 2 e 3.  

 

 

A 
� 

B 
� 

C 
� 

D 
� 



72 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 . Frequência das células T reguladoras (CD4 + CD25+ FOXP3+) e células B reguladoras 

(CD19+ CD24hi CD38hi) nas amostras dos pacientes 1, 2, 3 e 4 pré e pós-tr atamento ITI . Os pacientes 

que apresentaram sucesso na ITI mostram aumento das células T reguladoras (paciente 1, 2 e 3) e dois 

dos pacientes com sucesso (paciente 2 e 3) também apresentam aumento das células B reguladoras após 

o protocolo de ITI. 

  

A 
� 

B 
� 



73 
 

 

5.2 Discussão e conclusões da primeira fase, estudo  longitudinal prospectivo 
 

Na primeira fase de nosso estudo, avaliamos quatro pacientes submetidos ao 

protocolo de ITI. Três pacientes alcançaram resposta completa para a ITI com uma 

mediana de resposta de 40 meses (7 a 47 meses). Um paciente (paciente 4) apresentou 

falha após a terceira tentativa de ITI, incluindo o uso concomitante com rituximabe (100 

mg/semana durante quatro semanas) em uma das tentativas. Os pacientes foram 

submetidos inicialmente a um protocolo de ITI de baixa dose (25-50 UI/kg 3x/semana). 

Interessante notar, que o título do IgG4 anti-FVIII permaneceu inalterado nas amostras 

do paciente 4 que não obteve resposta ao protocolo de ITI, sendo que a mesma 

desapareceu nas amostras dos pacientes que evoluíram com resposta a ITI.  

No que diz respeito aos fatores de mau prognóstico ao tratamento de ITI 

reportados na literature, incluindo idade �  8 anos, iniciar a ITI com mais de dois anos do 

diagnóstico inicial de inibidor e títulos de inibidor �  10 UB/ml ao início da ITI (34), o 

paciente 4 apresentava dois fatores de risco de mau prognóstico para a ITI, pois iniciou 

o tratamento aos 13 anos de idade, com história de 10 anos desde que o inibidor foi o 

diagnosticado, embora o título pré ITI era de 10 UB/ml. Os pacientes 1 e 2 com sucesso 

completo ITI, iniciaram o protocolo após 3 e 4 anos, respectivamente, desde que o 

inibidor foi o observado pela primeira vez. No estudo de ITI observacional (ObsITI), um 

estudo internacional aberto que avaliou o protocolo ITI para pacientes com hemofilia A, 

evidenciou em seus resultados proliminares que na coorte de 48 pacientes que 

apresentavam pelo menos um fator de risco de mau prognóstico da ITI, 80% dos 

pacientes obtiveram sucesso ao protocolo ITI (35). De acordo com os resultados do 

nosso estudo, que corroboram com o observado no estudo ObsITI, é possível atingir 

sucesso completo na ITI, mesmo com a presença de fator de risco de mau prognóstico.  

As subclasses de IgG foram estudadas em diferentes coortes de pacientes com 

hemofilia A que apresentavam inibidor (100)(51)(44)(65), sendo que apenas dois 

estudos avaliaram o perfil destas imunoglobulinas com desfecho do protocolo de ITI 

(51)(44). Nosso estudo mostra, pela primeira vez, a avaliação longitudinal da distribuição 

das imunoglobulinas das classes IgG1 e IgG4 em conjunto com perfil de citocinas 

intracelulares estimuladas com FVIII e perfil de células reguladoras durante o período 

de protocolo ITI. Em estudos prévios nosso grupo demostrou o comportamento das 

subclasses IgG1 e IgG4 de ligação específica ao FVIII em uma análise longitudinal de 

pacientes com hemofilia A e inibidores de alta resposta. Nossos resultados demostraram 

alto grau de correlação entre os títulos de IgG4 e de inibidores (65). Apesar de ser 

considerada uma subclasse de anticorpos não patológicos com propriedades anti-

inflamatórias em outras situações clínicas (101)(102), como a alergia(101), a IgG4 está 



74 
 

 

correlacionada com a presença de inibidores de alto título no contexto da hemofilia. No 

entanto, até o momento não está claro o mecanismo em que as subclasses de IgG4 

estão envolvidas relacionado ao desenvolvimento de inibidores de FVIII. Os pacientes 

que alcançaram o sucesso completo na ITI mostraram níveis diminuídos de IgG4 com 

ausência de modulação de resposta de IgG1, também apresentaram diminuição de 

CD4+ IL4 quando comparada às amostras pré e pós ITI. O paciente 4 que falhou no 

protocol de ITI apresentou presença contínua de IgG4, mesmo quando o título do 

inibidor diminuiu para < 5 UB/ml. Os resultados apresentados em nosso estudo também 

foram observados em outros estudos ITI e em experimentos com animais (44)(103). 

Van Helder e cols., mostrou uma correlação entre títulos baixos de inibidor 

apenas com subclasses IgG1 em pacientes (44)ITI . Em um estudo realizado por Reding 

e cols., foram analisados os isotipos de anticorpos anti-FVIII em pacientes com hemofilia 

A, incluindo pacientes submetidos ao tratamento ITI e descobriram que, após o ITI com 

sucesso, os pacientes produziram principalmente isotipos IgG1 e IgG2 conduzidos por 

TH1, enquanto os pacientes em quem a ITI falhou foi observado a presença de 

anticorpos IgG4 conduzidos por TH2 (100). Waters e cols. também observou uma 

resposta imune TH1 quando os animais tiveram tolerância de sucesso com FVIII com 

terapia anti-CD3 (103).  

As citocinas observadas pré e pós ITI mostram uma redução de IL4 produzidas 

por CD4+, para todos os pacientes, até mesmo para o paciente que evoluiu com falha 

na ITI. A IL5 produzida por CD4+ parece não ter nenhuma participação neste contexto. 

Quanto a IL10, a mesma não mostrou relação com a resposta ao tratamento, pois estava 

ausente nas amostras pré ITI e após ITI, estava presente nas células CD4+ nos 

pacientes 3 (com sucesso ao tratamento) e 4 (falha). O papel da IL10 foi anteriormente 

relacionado à manutenção de células T reguladoras em pacientes com hemofilia A 

submetidos ao protocolo de ITI (77). No entanto, isso não pode ser comprovado em 

nosso estudo. As citocinas, CD4+ TGF-B e CD4+ IL21 apresentaram níveis mais 

elevados para o paciente que levou maior tempo para atingir a tolerância ao FVIII e para 

o paciente que apresentou falha. Embora tanto a TGF-B, IL21 e IL10 tenham sido 

relacionadas à manutenção e maturação de células T CD4+ em T reguladoras (104), 

recentemente, a IL21 produzida pelos linfócitos T foi descrita com um papel na produção 

de anticorpos por células B (105), o que pode justificar o achado em nosso estudo. 

Importante notar, que as citocinas IL21 e TGF-B foram avaliadas para o paciente 2 em 

um segundo momento na presença e ausência de CD25+, e foi observado maior 

expressão da IL21 e TGF-B quando as células CD25+ estavam ausentes.  
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Os quatro pacientes desse estudo, foram avaliados após alguns anos do 

desfecho clínico da ITI quanto ao tipo de resposta de citocinas intracelulares ligadas as 

células T CD4+ e células B CD19+.  

Todos os pacientes, exceto o paciente 1, apresentaram expressão para TNF-A 

e IL4, quando as células T CD4+ foram estimuladas para FVIII e PMA, mostrando 

resposta do tipo TH1 e TH2, no entanto, não específica ao FVIII. Este resultado corrobora 

com observações anteriormente descritas. Notavelmente, apenas os pacientes que 

alcançaram tolerância ao FVIII, apresentaram níveis elevados de CD19+ IL10 após 

estímulo ao FVIII. Isso mostra que as células B que produzem IL10 parecem controlar 

a função reguladora e podem ter uma importante participação na manutenção da 

tolerância. 

Os resultados de experiências em modelos animais de hemofilia demonstram 

que as células T reguladoras são importantes no controle de respostas de células B ao 

FVIII (106). As células T e B reguladoras têm um papel central na autotolerância e nos 

protocolos de indução de tolerância imunológica. A maioria dos protocolos de indução 

de imunotolerância bem sucedidos envolve a expansão de células T reguladoras (CD4+ 

CD25+ Foxp3+) (107). O conhecimento recente sobre tolerância, indica que o ambiente 

para uma célula T de um meio de ativação imune para regulatório, não é apenas 

importante para bloquear a ativação inicial das respostas de anticorpos, mas também 

facilita a indução e manutenção da tolerância específica ao antígeno (77). Embora 

existam estudos que apresentam um aumento das células T reguladoras após o 

protocolo de ITI, estes resultados foram demonstrados apenas em estudos pré-clínicos 

(106)(103). Pela primeira vez, podemos apresentar os resultados das células T e B 

reguladoras pré e pós-protocolo de ITI em diferentes desfechos clínicos. Em nosso 

estudo, todos os pacientes no momento pré protocolo de ITI apresentaram baixos níveis 

de células T reguladoras. No entanto, após ITI os pacientes que alcançaram tolerância 

imune, apresentaram a recuperação de níveis considerados normais, encontrados em 

indivíduos saudáveis (104). Diferente desta situação, o paciente que falhou ao protocolo 

e que ainda manteve presença constante de IgG4 anti-FVIII, apresentou ausência da 

recuperação de células T reguladoras.  

As células B reguladoras, reconhecidas como CD19+ CD24hi CD38hi, 

representam cerca de 1% das células mononucleares do sangue periférico e sua 

participação sobre a manutenção da tolerância em diferentes distúrbios relacionados à 

imunidade é recente na literatura. Um estudo sobre os pacientes submetidos à 

transplante renal demonstraram uma correlação positiva entre o aumento do número de 

células B CD19+ CD24hi CD38hi produtoras de IL10 e a resposta de tolerância (108). Em 

um estudo sobre artrite reumatoide, os autores demostraram que em indivíduos 
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saudáveis, as células B CD19+ CD24hi CD38hi mantêm o equilíbrio entre o grupo de 

populações de T reguladoras e TH1 e TH17. Por outro lado, essas células de pacientes 

com artrite reumatóide ativa, conseguiram suprimir a produção de IFN-�  e TNF-A por 

células T CD4+ CD25+, mas não conseguiram impedir a diferenciação de células T naïve 

em TH1 e TH17 ou converter células T CD4+ CD25�  em T reguladoras (108). Em nosso 

estudo, os resultados das células B CD19+ CD24hi CD38hi não foram expressivos, foram 

semelhantes aos observados nas células T reguladoras, no entanto menos expressivos 

enão houve diferença da frequência celular quando avaliadas no início e ao final do 

protocolo.  

 

5.3 Resultados da segunda fase, estudo transversal  
 

Neste estudo foram inseridos 23 pacientes diagnosticados com hemofilia A grave 

e inibidor de alta resposta submetidos ao protocolo de ITI. Para este estudo os pacientes 

foram separados em grupos de acordo com o desfecho clínico do protocolo de ITI 

(tabela 4), sendo, grupo I 9 pacientes com sucesso completo para o protocolo de ITI aos 

33 meses; grupo II 5 pacientes com sucesso parcial para o protocolo de ITI aos 33 

meses, mas que obtiveram sucesso completo com mediana de tempo de 41 meses 

(intervalo: 36 a 47 meses); grupo III 5 pacientes com falha para o protocolo de ITI aos 

33 meses; grupo IV 4 pacientes com tratamento incompleo, por abandono ou em 

tratamento. A idade mediana dos 23 pacientes foi de 19 anos (intervalo: 4 a 51 anos). A 

raça predominante do grupo foi a negra, onde 16/23 (70%), considerando o critério de 

pelo menos um membro da família ter antecendete africano nas três últimas gerações. 

Em relação aos antecedentes familiares para hemofilia, 11/23 (48%) erm casos de novo 

e entre os pacientes com antecedente de hemofilia, 7/12 (58%) apresentavam 

antecedente de presença de inibidor entre os casos de hemofilia na família. Em relação 

à mutação do gene do FVIII, foi observado que entre os 20 pacientes com a mutação 

determinada, 13 (65%) apresentavam a inversão do íntron 22 do gene do FVIII, cinco 

(25%) apresentavam mutação de alto risco para inibidor, sendo quatro nonsense e um 

frameshift e outros dois (10%) pacientes apresentaram mutação missense. Em relação 

ao histórico do inibidor, a idade mediana para registro do primeiro inbidor foi de 10 anos 

(intervalo: 0,7 a 35 anos), sendo a mediana do primeiro título de 17 UB/ml (intervalo: 

1,66 a 150 UB/ml) e a mediana para o pico histórico antes da ITI foi e 54 UB/ml (intervalo: 

2 a 273 UB/ml). O protocolo utilizado e os parâmetros de farmacocinética obtidos para 

a avaliação final do protocolo dos pacientes de acordo com cada grupo encontram-se 

nas tabelas 5 e 6.  
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Entre os nove pacientes que apresentam sucesso completo, grupo I, a mediana 

de idade foi de 16 anos (intervalo: 5 a 51 anos) e a raça predominante foi a negra (7/9; 

78%) e 3/5 (60%) pacientes com antecedente de hemofilia na família, apresentavam 

antecedente familiar para inibidor. A mutação inversão do íntron 22 do gene do fator VIII 

foi encontrada em 56% destes pacientes e é interessante notar que outros três pacientes 

apresentvam mutação nonsense do gene do FVIII. Quanto ao histórico de surgimento 

do primeiro inibidor a mediana de idade foi de 7 anos (intervalo: 0,7 a 35 anos), sendo 

a mediana para o primeiro inibidor de 7 UB/ml (intervalo: 1,6 a 9,6 UB/ml) e a mediana 

do pico histórico de inibidor pré ITI foi de 9 UB/ml (intervalo: 2 a 47 UB/ml). A idade 

mediana para o início da ITI nesse grupo foi de 12 anos (intervalo: 1 a 46 anos). Quanto 

as características deste grupo para o protocolo de ITI os pacientes com sucesso 

completo apresentaram mediana do título de inibidor pré-tratamento de 3,4 UB/ml 

(intervalo: 0,6 a 7,8 UB/ml). A mediana de anos em relação ao tempo do 

desenvolvimento do inibidor e início da ITI foi de 1,7 anos (intervalo: 0,1 a 16 anos) e o 

pico histórico de inibidor obtido durante o tratamento 7,8 UB/ml (intervalo: 1,25 a 28,4 

UB/ml). A mediana de meses para negativação do inibidor neste grupo foi de 6 meses 

(intervalo: 1 a 23 meses).  

Para cinco pacientes do grupo II com resposta de sucesso parcial aos 33 meses 

de ITI, a mediana de idade foi de 13 anos (intervalo: 9 a 21 anos). Quanto ao histórico 

de surgimento do primeiro inibidor neste grupo a mediana de idade foi de 4 anos 

(intervalo: 1 a 18 anos) e o título do primeiro inibidor registrado foi de 6,6 UB/ml 

(intervalo: 1,9 a 150 UB/ml), com pico histórico pré ITI de 31 UB/ml (intervalo: 2 a 150 

UB/ml). Em relação ao protocolo de ITI os pacientes com sucesso parcial iniciaram com 

idade mediada de 5 anos (intervalo:  4 a 18 anos) apresentaram uma mediana do título 

de inibidor pré-tratamento de 5 UB/ml (intervalo: 1,7 a 15,5 UB/ml). A mediana de anos 

em relação ao tempo do desenvolvimento do inibidor e início da ITI foi de 0,5 anos 

(intervalo: 0,1 a 3,6 anos) e o pico histórico de inibidor obtido durante o tratamento foi 

de 18,31 UB/ml (intervalo: 3,8 a 392 UB/ml). Aos 33 meses de tratamento de ITI os 

pacientes desse grupo apresentavam critérios para sucesso parcial, mas após um 

período mediano de 41 meses (intervalo: 36 a 47 meses), todos os pacientes atingiram 

critérios de sucesso completo e desta forma para análise experimental estes pacientes 

foram considerados como sucesso completo junto aos demais do grupo I, uma vez que 

as amostras analisadas forma coletadas entre 1 a 5 anos após estes pacientes terem 

negativado o inibidor com resultados adequados da farmacocinética. 

Os cinco pacientes do grupo III com falha ao protocolo de ITI, a mediana de idade 

foi de 15 anos (intervalo: 4 a 21anos). Nesse grupo, 50% (2/4) com história de hemofilia 

na família, apresentavam antecedente de inibidor entre os familiares. Entre os três 
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pacientes com a mutação determinada, todos apresentaram inversão do íntron 22 do 

gene do FVIII e outros dois não tiveram a mutação determinada. Quanto ao histórico de 

surgimento do primeiro inibidor neste grupo a mediana de idade foi de 3 anos (intervalo: 

0,9 a 10 anos), com título de primeiro inibidor de 16 UB/ml (intervalo: 1,99 a 78 UB/ml) 

e pico histórico pré ITI foi de 83 UB/ml (intervalo: 33 a 273 UB/ml). Em relação ao 

protocolo de ITI mediana de idade para o início de ITI foi de 8 anos (intervalo: 1 a 13 

anos) e o título de inibidor pré-tratamento a mediana foi de 18 UB/ml (intervalo: 11,7 a 

65 UB/ml). A mediana de anos em relação ao tempo do desenvolvimento do inibidor e 

início da ITI foi de 1 anos (intervalo: 0,1 a 9 anos) e o pico histórico de inibidor obtido 

durante o tratamento de ITI foi 72 UB/ml (intervalo: 23 a 535UB/ml).  

O grupo IV, foi composto por dois pacientes que abandonaram o tratamento de 

ITI após 20 e 30 meses e por dois pacientes que permaneciam em tratamento, com 18 

e 20 meses do seu início, no momento da avaliação.  

A quantificação de inibidor por método Bethesda modificado com avaliação 

cromogênica foi realizada para todos os pacientes inseridos neste estudo (tabela 7). 
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Tabela 4.  Dados demográficos dos pacientes com hemofilia A incluídos na segunda fase do estudo.  
 Idade 

(anos) 
Hemofilia Raça Histórico 

familiar 
hemofilia 

Histórico 
familiar 
inibidor 

Mutação F8 
(INV22) 

Título 
1°inibidor 
(UB/ml) 

Idade   
1°Inibidor 

(anos) 

Pico histórico 
pré ITI 
(UB/ml) 

Grupo I: Sucesso complet o ITI 
1. R.C.de J.S 16 grave negra sim sim INV22 2,28 12 2,18 
2. D.T 26 grave negra de novo de novo INV22 9,5 7 9,5 
3. E.J.S. 51 grave negra sim sim nonsense 8,8 35 2,8 
4. H.A.C. 6 grave negra de novo de novo INV22 1,66 1 5 
5. I.M.E. 5 grave oriental de novo de novo INV22 9,1 0,7 47 
6. J.J.S. 46 grave negra sim sim nonsense 6,9 29 46 
7. R.M S. 9 grave negra sim não missense 1,79 5 7 
8. R.V.S. 8 grave branca sim não INV22 9,19 1 9 
9. S.B. 43 grave negra de novo de novo nonsense 5 25 14 
Mediana (mínimo-máximo) 16 (5-51) - - 56% (5/9)  60% (3/5) 56% (5/9) 7 (1,6-9,6) 7 (0,7-35) 9 (2-47) 
Grupo II: Sucesso parcial ITI  
1. P.B.C. 14 grave negra sim não INV22 150 2 150 
2. R.J.F. 9 grave branca de novo de novo INV22 1,99 4 2 
3. A.R.S.  12 grave negra de novo de novo missense 6,63 7 31 
4. G.P.S. 21 grave branca de novo de novo INV22 2,98 18 7 
5. A.A.P. 13 grave negra de novo de novo INV22 22 1 54 
Mediana (mínimo-máximo) 13 (9-21) - - 20% (1/5) 0% (0/1) 80% (4/5) 6,6 (1,9-150) 4 (1-18) 31 (2-150) 
Grupo III: Falha ITI  
1. H.M.S.S.  4 grave negra sim não INV22 78,42 0,9 83 
2. J.P.B.S. 21 grave branca de novo de novo INV22 16 4,0 56 
3. P.H.V.M.  15 grave branca sim sim - 12 3 33 
4. S.J.L. 5 grave negra sim sim INV22 1,99 1,0 204 
5. H.P.F. 16 grave negra sim não - 21,7 10 273 
Mediana (mínimo-máximo) 15 (4-21) - - 80% (4/5) 50%(2/4) 100%(3/3) 16 (1,99-78) 3 (0,9-10) 83 (33-273) 
Grupo IV: Abandono/ em tratamento  
1. E.S.K. 36 grave negra de novo de novo frameshift 5,75 19 148 
2. E.J.S. 49 grave negra sim sim nonsense 9,6 33 40 
3. L.R.A. 12 grave negra sim sim INV22 7,97 3 9,2 
4. G.J.G.S. 4 grave branca de novo de novo - 1,83 1 14,97 
Mediana (mínimo-máximo) 24 (4-49) - - 50% (2/4) 100% (2/2) 33% (1/3) 6,7 (1,8-9,6) 11 (1-33) 28 (9-148) 
TODOS 
Mediana (mínimo-máximo) 19 (4-51) - - - - - 17 (1,66-150) 10 (0,7-35) 54 (2-273) 

INV22: inversão do intron 22 do gene do fator VIII. 
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Tabela 5.  Dados clínicos dos pacientes incluídos na segunda fase do estudo referente ao protocolo de ITI 
 Inibidor 

pré ITI (UB/ml) 
Idade 

Início ITI (anos) 
Anos entre 

1°Inibidor e ITI 
Protocolo inicial ITI 

 
Tipo de fator 

utilizado-pdFVIII  
Pico ITI 
(UB/ml) 

Grupo I: Sucesso complet o ITI 
1. R.C.de J.S 2,2 12 0,1 25 UI/Kg 3x semana Recombinante 4,88 
2. D.T 5,2 23 15,5 25 UI/Kg 3x semana Plasmático 9,77 
3. E.J.S. 5,5 46 10,4 15 UI/Kg dia alternados Plasmático 13,25 
4. H.A.C. 7,8 1 0,1 50 UI/Kg 3x semana Plasmático 7,83 
5. I.M.E. 3,4 2 1,7 20 UI/Kg 3x semana Plasmático 28,4 
6. J.J.S. 0,6 41 12,6 25 UI/Kg 3x semana Plasmático 7,8 

7. R.M S. 2 5 0,2 50 UI/Kg 3x semana Recombinante 7,2 
8. R.V.S. 7,3 1 0,1 40 UI/Kg 3x semana Plasmático 16,3 
9. S.B. 1,3 35 10 25 UI/Kg 3x semana Plasmático 1,25 
Mediana (mínimo-máximo) 3,4 (0,6-7,8) 12 (1-46) 1,7 (0,1-15,5) - 78% (7/9) 7,8 (1,25-28,4) 
Grupo II: Sucesso parcial ITI  
1. P.B.C. 5,1 5 3,6 50 UI/Kg 3x semana Plasmático 62,8 
2. R.J.F. 3,9 4 0,1 20 UI/Kg dia alternados Recombinante 3,88 
3. A.R.S.  15,5 7 0,5 50 UI/Kg 3x semana Plasmático 18,31 
4. G.P.S. 6,6 18 0,1 50 UI/Kg 3x semana Recombinante 6,59 
5. A.A.P. 1,7 4 3 50 UI/Kg 3x semana Plasmático 392 
Mediana (mínimo-máximo) 5 (1,7-15,5) 5 (4-18) 0,5 (0,1-3,6) - 60% (3/5) 18,3 (3,8-392) 
Grupo III: Falha ITI 
1. H.M.S.S.  64,7 1 0,1 50 UI/Kg 3x semana Recombinante 175,00 
2. J.P.B.S. 11,7 13 9 35 UI/Kg dia alternados Plasmático 23,00 
3. P.H.V.M.  32,7 8 5 50 UI/Kg 3x semana Plasmático 33,00 

4. S.J.L. 12,2 2 1 60 UI/Kg diário Recombinante 535,00 
5. H.P.F. 17,9 11 0,7 50 UI/Kg diário Plasmático 72,00 
Mediana (mínimo-máximo) 18 (11,7-65) 8 (1-13) 1 (0,1-9,0) - 60% (3/5) 72 (23-535) 
Grupo IV: Abandono/em tratamento  
1. E.S.K. 8,7 33 14 50 UI/Kg 3x semana Recombinante 250 
2. E.J.S. 7,6 46 13 50 UI/Kg 3x semana Plasmático 47 
3. L.R.A. 1,6 6 3 50 UI/Kg 3x semana Recombinante 133 
4. G.J.G.S. 15 1 0,1 50 UI/Kg 3x semana Recombinante 6,58 
Mediana (mínimo-máximo) 8 (1,6-15) 20 (1-46) 8 (0,1-14) - 25% (1/4) 90 (7-350) 
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Tabela 6.  Dados clínicos dos pacientes inclusos na segunda fase do estudo referente ao desfecho do protocolo de ITI 

 Resposta de ITI  
aos 33 meses  

Inibidor  
aos 33 meses 
de ITI (UB/ml) 

PK aos  
33 meses de 

ITI (horas)   

Desfecho  
clínico após 33 
meses de ITI 

Meses para 
atingir tolerância  

Inibidor  
após 33 meses 

PK após  
33 meses 

(horas)  

Grupo I: Sucesso completo ITI 
1. R.C.de J.S Sucesso Completo 0,42 9 Sucesso Completo  18 Não se aplica 
2. D.T Sucesso Completo 0,49 10 Sucesso Completo 2 Não se aplica 
3. E.J.S. Sucesso Completo 0,23 7 Sucesso Completo 23 Não se aplica 
4. H.A.C. Sucesso Completo 0,3 8 Sucesso Completo 1 Não se aplica 
5. I.M.E. Sucesso Completo 0,32 - Sucesso Completo 6  
6. J.J.S. Sucesso Completo 0,29 27 Sucesso Completo 6 Não se aplica 
7. R.M S. Sucesso Completo 0,6 10 Sucesso Completo 12 Não se aplica 
8. R.V.S. Sucesso Completo 0 8 Sucesso Completo 7 Não se aplica 
9. S.B. Sucesso Completo 0,29 10 Sucesso Completo 1 Não se aplica 
Mediana (mínimo-máximo) - 0,3 (0-0,6) 9,5 (7-27) - 6 (1-23) - 
Grupo II: Sucesso parcial ITI  
1. P.B.C. Sucesso Parcial 2,01 7 Sucesso Completo 42 0,22 11 
2. R.J.F. Sucesso Parcial 1,08 9 Sucesso Completo 36 0,04 9 
3. A.R.S.  Sucesso Parcial 0,21 3 Sucesso Completo 38 0,50 7 
4. G.P.S. Sucesso Parcial 0,31 6 Sucesso Completo 43 0,30 7 
5. A.A.P. Sucesso Parcial 1,19 6 Sucesso Completo 47 0,06 16 
Mediana (mínimo-máximo) - 1 (0,2-2) 6 (3-9) - 41 (36-47) 0,22 (0-0,5) 6 (7-16) 
Grupo III: Falha ITI  
1. H.M.S.S.  Falha 60,55 Não se aplica Falha  Não se aplica 

2. J.P.B.S. Falha 3,2 Não se aplica Falha Não se aplica 
3. P.H.V.M.  Falha 21,83 Não se aplica Falha Não se aplica 
4. S.J.L. Falha 31,35 Não se aplica Falha Não se aplica 
5. H.P.F. Falha 12,04 Não se aplica Falha Não se aplica 
Mediana (mínimo-máximo) - 22 (3-60,5) - - Não se aplica 
Grupo IV: Abandono/em tratamento  
1. E.S.K. Abandono*20 meses 5,16 Não se aplica 
2. E.J.S. Em tratamento *18 meses 11,93 Não se aplica 
3. L.R.A. Abandono*30 meses 1,99 Não se aplica 
4. G.J.G.S. Em tratamento*20 meses 1,77 Não se aplica 
Mediana (mínimo-máximo) - 3,6 (1,7-11,9) - 
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Tabela 7.  Características das amostras analisadas após o desfecho clínico da ITI 
Tipo de experimento e amostras 

avaliadas  
Anos entre desfecho 

clínico da ITI e análise 
das amostras  

Anticorpos inibidor e 
IgGs específicas 

Frequência 
celular   

Citocina intracitoplasmática 
ao estímulo do FVIII 

PBMC completo e na ausência 
de células B reguladoras 

Grupo I: Sucesso completo ITI 
1. R.C.de J.S 2 X X - - 
2. D.T 3 X - - - 
3. E.J.S. 3 X X X X 
4. H.A.C. 3 X - - - 
5. I.M.E. 2 X - - - 
6. J.J.S. 4 X X X X 

7. R.M S. 3 X - - - 
8. R.V.S. 6 X X X X 
9. S.B. 7 X X - - 
Mediana (mínimo-máximo) 3 (2-7) X - - - 
Grupo II: Sucesso parcial ITI  
1. P.B.C. 5  X X - - 
2. R.J.F. 1 X X X X 
3. A.R.S.  2 X X - - 
4. G.P.S. 2 X - - - 
5. A.A.P. 5 X - - - 
Mediana (mínimo-máximo) 2 (1-5) X - - - 
Grupo III: Falha ITI  
1. H.M.S.S.  0 X X X X 
2. J.P.B.S. 4 X X X X 
3. P.H.V.M.  3 X X X X 

4. S.J.L. 6 X X X X 
5. H.P.F. 1 X - - - 
Mediana (mínimo-máximo) 3 (0-6) X    
Grupo IV: Abandono/em tratamento  
1. E.S.K. 1 X - - - 
2. E.J.S. Em tratamento 1,5 X - - - 
3. L.R.A. 2 X - - - 
4. G.J.G.S. Em tratamento 1,6 X - - - 
Mediana (mínimo-máximo) 1,5 (1-2) X - - - 
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Pacientes que apresentaram sucesso completo (n=14) ao protocolo de ITI, 

incluindo pacientes do grupo I e II, apresentaram a mediana de resultados de 0,35 UB/ml 

(intervalo: 0 a 0,60 UB/ml) enquanto pacientes que apresentaram falha ou abandono 

(n=9) ao protocolo de ITI apresentaram mediana de 3,05 UB/ml (intervalo: 0,93 a 60,55 

UB/ml), com diferença estatística significativa (p< 0,001) conforme figura 28. 

 
 
Figura 28.  Avaliação funcional de inibidor específico ao FVIII em 23 pacientes no desfecho clínico 

da ITI. Avaliação funcional de inibidor específico ao FVIII da coagulação por método Bethesda Modificado 

(UB/ml) cromogênico em amostras de pacientes com sucesso completo e parcial (n=14) e falha/abandono 

ao protocolo de imunotolerância ao FVIII (n=9). 

 
A validação do ELISA in house para a determinação de imunoglobulinas foi 

realizada através de diferentes testes de diluição do anticorpo anti-Ig humana e 

avaliação de amostras de indivíduos com inibidor negativo e positivo. Para esta fase do 

protocolo de ELISA in house, um número maior de indivíduos saudáveis foi avaliado 

para a determinação do cut-off, 100 indivídus saudáveis. Na figura 29 estão 

representados os resultados da validação realizada para as imunoglobulinas.  

O resultado dos 23 pacientes com hemofilia A grave submetidos a ITI, sendo 14 

com sucesso completo e 9 com falha/abandono, da frequência da IgG4 estão 

representados na figura 30. 

 
  



84 
 

 

 
Figura 29 . Determinação de cut-off para avaliação de imunoglobulinas em 100 indivíduos saudáveis.   
 

 

 
Figura 30. Titulação da imunoglobulina subclasse Ig G4 específicas ao FVIII por metodologia in 
house dos 23 pacientes em ITI. Titulação das imunoglobulinas subclasses IgG4 específicas ao FVIII da 
coagulação, avaliadas pelo método ELISA in house sensibilizado com FVIII recombinante, das amostras de 
pacientes com sucesso (n= 14) e falha ao protocolo de imunotolerância ao FVIII (n=9). 
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A frequência celular de células com perfil T efetoras (CD4+) e células T 

reguladoras (CD4+ Foxp3+) foram avaliadas entre os pacientes do grupo I, com sucesso 

da ITI (n=9) e do grupo III, com falha ao tratamento (n=4). As medianas da porcentagem 

das células T efetoras, CD4+ foi de 37% (intervalo: 23 a 43% de células) para o grupo 

com sucesso e 42% (intervalo: 19 a 52%), não tendo sido observado diferença entre os 

grupos (figura 31 A). No entanto, ao avaliar as células T com perfil de regulação (CD4+ 

Foxp3+), uma diferença significativa foi observada, sendo que pacientes com falha ao 

protocolo de ITI apresentaram uma frequência destas celulas 1,85 vezes menor que os 

pacientes que apresentaram sucesso ao protocolo, 0,75% (0,72-0,81%), 1,40% (1,09-

4,95%), respectivamente (figura 31 B). Este resultado confirmam os dados da primeira 

fase deste estudo, que demostrou que a frequência de células T reguladoras é menor 

em pacientes que apresentam anticorpos inibitórios e permanece com valor inalterado 

durante o protocolo quando há falha ao tolerar a proteína FVIII. Os pacientes com 

sucesso iniciam com a frequência abaixo do intervalo normal esperado, mas recuperam 

à medida que o nível de inibidor diminui e inicia-se a tolerância a proteína FVIII.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Avaliação da frequência de células T aux iliadoras totais (CD4 +) e células T reguladoras 
(CD4+ FOXP3+).  A) Avaliação da frequência de células T auxiliadoras totais (CD4+) e B) células T 
reguladoras (CD4+ FOXP3+) em amostras de pacientes com sucesso (n= 9) e falha ao protocolo de 
imunotolerância ao FVIII (n=4). 
 

 

O perfil de células B (CD19+) foi avaliado neste estudo através dos seguintes 

painéis: (1) células B produtoras da imunoglobulina IgG4 (CD19+ CD24- CD38hi); (2) 

células B reguladoras (CD19+ CD24hi CD38hi); (3) células B de memória (CD19+ CD24+ 

CD38-) e (4) células B naïve (CD19+ CD24int CD38int). O perfil destas células apresentou 

características diferentes para cada grupo de pacientes, com sucesso e falha ao 

protocolo de ITI (figura 32). Os pacientes com sucesso no protocolo de ITI apresentaram 

maior frequência de células B naïve (CD19+ CD24int CD38int), seguida da frequência de 

A 
� 

B 
� 
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células B de memória (CD19+ CD24+ CD38-) e células B reguladoras (CD19+ CD24hi 

CD38hi), e com menor frequência para células B produtoras da imunoglobulina IgG4 

(CD19+ CD24+ CD38hi). As células B naïve apresentaram diferença significativa para as 

células B regulatórias e células produtoras de IgG4, enquanto as células B de memória 

apresentaram diferença significativa para as células B produtoras de IgG4. Os pacientes 

com falha ao protocolo de ITI também apresentaram maior frequência de células B naïve 

(CD19+ CD24int CD38int), quando comparada às demais, no entanto esta diferença foi 

significativa apenas para as células produtoras de IgG4 (figura 32). 

Figura 32. Avaliação da frequência de quatro perfis  de células B.  (1) células B produtoras da 

imunoglobulina IgG4 (CD19+ CD24+ CD38hi), (2) células B reguladoras (CD19+ CD24hi CD38hi), (3) células 

B de memória (CD19+ CD24+ CD38-), (4) células B naïve (CD19+ CD24int CD38int), em amostras de 

pacientes com sucesso (n= 9) e falha ao protocolo de imunotolerância ao FVIII (n=4). 

 

Quando o perfil de célula B foi comparado entre os grupos de sucesso e falha ao 

protocolo de ITI, uma diferença significativa foi encontrada para o perfil de células B 

produtoras de IgG4 e células B naïve (figura 33). Estas células apresentaram maior 

frequência no grupo de pacientes que falharam ao protocolo. Este resultado está em 

acordo com a detecção de maior número de imunoglobulinas da subclasse IgG4 com 

reatividade específica a proteína de FVIII quando comparada as demais 

imunoglobulinas e a maior correlação com anticorpos de função inibitória detectados por 

método Bethesda modificado.  
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Figura 33. Avaliação comparativa entre pacientes co m sucesso e falha ao protocolo de ITI para o 

perfil de células B.   Avaliação comparativa entre as amostras de pacientes com sucesso (n= 9) e falha ao 

protocolo de imunotolerância ao FVIII (n=4) para os perfis de células B. A) células B reguladoras (CD19+ 

CD24hi CD38hi), B) células B produtoras da imunoglobulina IgG4 (CD19+ CD24+ CD38hi), C) células B de 

memória (CD19+ CD24+ CD38-), D) células B naïve (CD19+ CD24int CD38int). 

 

A proporção entre a frequência de células B produtoras de IgG4 e reguladoras 

também foi avaliada para os dois grupos, com sucesso e falha ao protocolo de ITI. O 

objetivo foi avaliar se havia algum tipo de relação entre estes dois perfis de células nos 

dois grupos. Embora seja observada uma diferença entre os dois grupos, esta não foi 

significativa (figura 34).  

 

 
 

Figura 34.  Relação entre células B reguladoras e células B sec retoras de IgG4 no sucesso e falha da 

ITI. Avaliação da proporção da frequência de células B considerando entre o perfil de células B reguladoras 

e produtoras de IgG4, em amostras de pacientes com sucesso (n= 9) e falha ao protocolo de 

imunotolerância ao FVIII (n=4). 
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As citocinas IL4, IL21, IL33, IL9, IL10 foram avaliadas no citoplasma de células 

T efetoras (CD4+) e célula B IL10, após 24 horas de co-cultura de células mononucleares 

de sangue periférico (linfócitos, monócitos e macrófagos) PBMC ao estímulo da proteína 

FVIII recombinante. O objetivo foi avaliar a memória celular na produção de citocinas 

sinalizadoras de acordo com o desfecho clínico do paciente. Para validar o experimento 

a co-cultura foi avaliada em três situações: (1) PBMC sem estímulo, (2) PBMC estímulo 

inespecífico com PMA e ionomicina, (3) PBMC estímulo específico com a proteína do 

FVIII, para todos os experimentos (figura 35).  

Em seguida, o PBMC estimulado com FVIII foi comparado entre os grupos com 

sucesso e falha ao ITI. Ao comparar as citocinas através das medianas com intervalo 

mínimo e máximo dos resultados, entre os dois grupos de sucesso e falha ao ITI, não 

foram encontradas diferenças significativas na expressão destas proteínas (figura 36 e 

37).  

  



89 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Validação da cocultura com PBMC para avali ação das Interleucinas IL-4, IL-21, IL33 +, IL9+, 

IL-10 de células T e B ao estímulo de FVIII . Interleucinas IL-4, IL-21, IL33+, IL9+, IL-10 de células T e B, 

avaliadas em três condições: (1) PBMC sem estímulo, (2) PBMC estímulo inespecífico com PMA e 

ionomicina, (3) PBMC estímulo específico com a proteína do FVIII.  

 

 
Figura 36. Avaliação da produção de interleucinas i ntracitoplasmáticas IL4 +, IL21+, IL33+, IL9+ de 

células T Helper ao estímulo de FVIII. Avaliação da frequência de citocinas intracitoplasmáticas IL4+, 

IL21+, IL33+, IL9+ de células T Helper estimuladas com FVIII recombinante, em amostras de pacientes com 

sucesso (n=4) e falha ao protocolo de imunotolerância ao FVIII (n=4). 
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Figura 37.  Avaliação da produção de interleucinas intracitopla smáticas IL10 +, de células T helper  e 

células B ao estímulo de FVIII . Avaliação da frequência de citocinas intracitoplasmáticas IL10+ de células 

T auxiliadoras e B estimuladas com FVIII recombinante, em amostras de pacientes com sucesso (n=4) e 

falha ao protocolo de imunotolerância ao FVIII (n=4). 

 

Os pacientes avaliados para a produção de citocinas ao estímulo de FVIII foram 

submetidos a uma nova cocultura de células mononucleares de sangue periférico 

(linfócitos, monócitos e células dendriticas) PBMC. Neste experimento dois tipos de 

cocultura foram utilizadas e avaliadas em paralelo sob a mesma condição experimental: 

(1) cocultura com PBMC completo e (2) cocultura com PBMC com a retirada de células 

B regulatórias (CD19+ CD24hi CD38hi) através de sorting em citometria. O objetivo deste 

experimento foi avaliar a produção das citocinas IL4, IL21, IL33, IL9, IL10 pelas células 

CD4+ e IL10 pela célula CD19+, na presença e ausência das células B regulatórias. Esta 

avaliação foi realizada no grupo de pacientes com sucesso e falha ao protocolo de ITI. 

Apesar da frequência de produção de citocinas IL4 e IL21 serem maiores na ausência 

de células B reguladoras, e da citocina IL33 apresentar menor frequência na ausência 

destas células, não houve diferença significativa entre as coculturas no grupo de 

pacientes com sucesso no protocolo de ITI (figura 38).  
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Figura 38. Avaliação da função de supressão de célu las B reguladoras em células T efetoras em 

amostras de pacientes com desfecho clínico de suces so para ITI . Avaliação de pacientes com sucesso 

no protocolo de imunotolerância separados em dois grupos. Grupo I amostras de pacientes com células 

PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) totais (PBMC_sucesso) e grupo II amostras de pacientes com 

células PBMC com ausência de células B reguladoras (PBMC_sucesso Breg (-)). As avaliações de CD4+ 

IL4, CD4+ IL21, CD4+ IL33, IL9 intracitoplasmáticas foram realizadas com o estímulo com FVIII 

recombinante.  

 

Para a citocina IL10 foi observada maior frequência de produção nas células T 

efetoras CD4+ quando as células B reguladoras estavam ausentes (figura 39).  

 

 

 
Figura 39.  Avaliação da função de supressão de células B regul adoras em células T efetoras em 

amostras de pacientes com desfecho clínico de suces so para ITI (IL-10) . Avaliação de pacientes com 

sucesso no protocolo de imunotolerância separados em dois grupos. Grupo I amostras de pacientes com 

células PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) totais (PBMC_sucesso) e grupo II amostras de 

pacientes com células PBMC com ausência de células B reguladoras (PBMC_sucesso Breg (-)). Avaliações 

de CD4+ IL10, CD19+ IL10 intracitoplasmáticas foram realizadas com o estímulo com FVIII recombinante.  
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Para os pacientes com falha ao protocolo de ITI, também não houve diferença 

significativa entre as duas coculturas para as citocinas IL4, IL21, IL33 e IL9 (figura 40). 

No entanto, observa-se resultados opostos para a citocinas CD4+ IL33 quando 

avaliamos a produção desta citocina no grupo de sucesso e no grupo de falha a ITI, a 

produção e IL33 foi menor na ausência de células B reguladoras no grupo de sucesso 

ao ITI, enquanto que no grupo que falhou os níveis desta citocina foi maior na ausência 

de células B reguladoras. Na presença de anticorpos inibitórios, é possível que as 

células B regulatórias exerçam um papel de inibição da produção de IL33 em células T 

efetoras CD4+. A IL10 também apresentou maior frequência para células T efetoras 

CD4+ e as células CD19+ a ausência de células B regulatórias apresentou um 

decaimento significativo na produção de IL10, que pode demonstrar que este perfil de 

células (CD19+ CD24hi CD38hi), apresenta função de regulação através da produção de 

IL10, com destaque desta ação reguladora em pacientes com inibidor ativo (figura 41).   
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Figura 40.  Avaliação da função de supressão de células B regul adoras em células T efetoras em 

amostras de pacientes com desfecho clínico de falha  para ITI (IL4, IL21, IL33, IL9)  Avaliação de 

pacientes com falha no protocolo de imunotolerância separados em dois grupos. Grupo I amostras de 

pacientes com células PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) totais (PBMC_sucesso) e grupo II 

amostras de pacientes com células PBMC com ausência de células B reguladoras (PBMC_sucesso Breg(-

)). Avaliações de CD4+ IL4, CD4+ IL21, CD4+ IL33, IL9 intracitoplasmáticas foram realizadas com o estímulo 

com FVIII recombinante.  
 

Figura 41.  Avaliação da função de supressão de células B regul adoras em células T efetoras em 

amostras de pacientes com desfecho clínico de falha  para ITI (IL10) . Avaliação de pacientes com 

sucesso no protocolo de imunotolerância separados em dois grupos. Grupo I amostras de pacientes com 

células PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) totais (PBMC_sucesso) e grupo II amostras de 

pacientes com células PBMC com ausência de células B reguladoras (PBMC_sucesso Breg(-)). Avaliações 

de CD4+ IL10+, CD19+ IL10+ intracitoplasmáticas foram realizadas com o estímulo com FVIII recombinante. 
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5.4 Discussão e conclusões da segunda fase, estudo transversal 
 

Neste estudo foram inseridos 23 pacientes com hemophilia A grave com inibidor 

submetidos ao protocolo de indução de tolerância imunológica. Dos 23 pacientes 4 

(17%) abandonaram ou apresentaram adesão inadequada ao protocolo. Os resultados 

obtidos de acordo com o desfecho clínico para os pacientes que completaram o 

protocolo foram, 47% (9/19) pacientes com sucesso completo, 26%(5/19) pacientes com 

sucesso parcial nos primeiros 33 meses de tratamento, 26% (5/19) com falha ao 

protocolo. Os pacientes com sucesso parcial foram acompanhados após 33 meses de 

ITI e obtiveram negativação do inibidor com uma mediana total de tempo de 41 meses 

(mínimo 36 e máximo de 47 meses). Estes pacientes foram classificados como sucesso 

completo ao protocolo após a negativação do inibidor, modificando a taxa de sucesso 

completo no total de pacientes para 74%(14/19).  

Entre a frequência de história familiar para inibidor, tipo de mutação presente e 

raça, não houve diferença significativa entre o grupo com sucesso e falha da ITI. Em 

relação aos fatores de bom prognóstico, 5/19 pacientes apresentaram inibidor pré ITI > 

10 UB/ml destes, 4 apresentaram falha ao protocolo. O pico histórico foi > 200 UB/ml 

apenas para um paciente, também com falha ao protocolo (28). O melhor momento para 

iniciar a ITI ainda é uma questão em discussão, pois há divergências entre as diretrizes. 

Alguns estudos evidenciam que a taxa de sucesso foi maior quanto a ITI foi iniciada até 

um mês da detecção do inibidor, enquanto alguns estudos acreditam que o melhor 

indicativo de bom prognóstico é iniciar a ITI apenas quando o título for < 10 UB/ml 

independente da idade e tempo do surgimento do inibidor (32), no entanto, nem todos 

os pacientes atingiram título de inibidor < 10 UB/ml. A mediana de idade para o início 

da ITI foi maior no grupo de sucesso completo quando comparada a mediana de idade 

do grupo de sucesso parcial e falha ao protocolo. As diretrizes demostram certa 

concordância quanto à insuficiência de dados na literatura para recomendar um tipo de 

produto específico para ITI. A maioria das diretrizes recomenda utilizar como primeira 

linha para ITI o produto usado pelo paciente no tempo de desenvolvimento do inibidor 

(26)(30)(27). Entre os pacientes com sucesso a frequência de produto derivado 

plasmático foi maior que a de produto recombinante quando comparado ao grupo que 

falhou ao protocolo (78% vs. 60%). Quanto ao tempo para atingir a tolerância ao FVIII o 

grupo de pacientes que obtiveram sucesso apresentou mediana de 6 meses, enquanto 

que para o sucesso parcial a mediana foi de 42 meses.  

Pela primeira vez, neste estudo de coorte transversal foi possível avaliar em um 

mesmo grupo de pacientes o perfil de anticorpos inibitórios e não inibitórios e a relação 

destes quanto à produção de citocinas e o perfil células T e B, de acordo com o desfecho 
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clínico do protocolo de ITI. O tempo entre o desfecho clínico da ITI e análise das 

amostras apresentou mediana de 3 anos, o que evidência a não recidiva dos pacientes 

que apresentaram sucesso ao protocolo. Foram avaliados anticorpos inibitórios e não 

inibitórios, bem como o perfil de classes e subclasses de imunoglobulinas. Os pacientes 

que obtiveram desfecho clínico de sucesso ao protocolo apresentaram resultados 

negativos para a quantificação de anticorpos neutralizadores e não foi detectado a 

presença de imunoglobulinas IgG4. No entanto, todos os pacientes com falha ao 

protocolo apresentaram a presença de altos títulos da IgG4 e ausência das demais 

classes de subclasses de imunoglobulinas. Estes resultados estão de acordo com os 

resultados  do nosso grupo, onde evidenciamos que altos título de inibidor é 

correlacionado com IgG4 e com a primeira fase deste estudo que demostra que 

diferente da IgG1 a IgG4 é a única imunoglobulina que está presente em alto titulo 

durante o protocolo de ITI quando a falha da ITI na tolerância do FVIII (65). O papel 

central desta imunoglobulina tem sido estudado ao longo dos anos. Embora existam 

diferenças entre a sensibilidade e especificidade dos métodos aplicados nestes estudos, 

todos demostram que a frequência e o nível de IgG4 é maior quando comparada as 

demais imunoglobulinas, além de alta correlação com os níveis de inibidores detectados 

pelo método clássico de Bethesda (109) (51). Além disso, Whelan e cols., demonstraram 

que a IgG4 foi encontrada apenas em pacientes com inibidores para FVIII, mas não em 

indivíduos saudáveis (51). O mesmo grupo também apresenta a importância da 

afinidade aparente destes anticorpos ao FVIII, confirmando que a IgG4 específica para 

FVIII, presente exclusivamente em amostras de pacientes com inibidores de FVIII, 

expressaram maior afinidade, ressaltando a importância da IgG4 como anticorpo 

neutralizante da proteína do FVIII. A afinidade dos anticorpos para um respectivo 

antígeno é uma importante característica, que reflete o estágio de maturação do 

anticorpo e a via de regulação imune envolvida neste processo. A IgG1 também foi 

presente na amostra de pacientes com hemofilia e inibidor positivo para alguns estudos, 

no entanto, quando esta imunoglobulina está em altos títulos, sempre está associada a 

presença de IgG4, também em altos títulos (100)(51)(65). Recentemente, Collins e cols., 

propuseram um modelo de mudança de classe de IgG nas respostas do centro germinal 

secundário onde as células B primárias de memória se recirculam para uma resposta 

secundária ao antígeno, onde ocorre mutações somáticas adicionais para a modificação 

da subclasse de IgG para uma resposta mais específica. Este modelo é baseado em 

dados que indicam que o número de mutações somáticas em V (D) J das diferentes 

subclasses IgG correspondem à posição de cada gene da região constante dentro da 

imunoglobulina no locus da cadeia pesada. O número de mutações somáticas está 

diretamente relacionado ao número de divisões celulares em centros germinais e 
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correlaciona-se com a maturação de afinidade ao receptor de célula B. Desta forma, é 

possível que a IgG1 específica para o FVIII de alta afinidade sofra um processo de troca 

de classe para IgG4 específica para FVIII durante o desenvolvimento de inibidores de 

FVIII (110). Um número limitado de estudos avaliou o perfil das imunoglobulinas em 

protocolos de ITI. No entanto, os resultados evidenciam que os anticorpos anti-FVIII 

encontrados consistia principalmente da subclasse IgG1 e IgG4. Os anticorpos anti-FVIII 

da subclasse IgG3 e IgG2 eram raros e só foram observados em um único paciente 

(100)(44). Nossos resultados confirmam esses estudos, e acrescentam uma avaliação 

longitudinal em estudo prospectivo de cinco anos e em estudo transversal de acordo 

com o desfecho clínico. Com os resultados deste trabalho nós postulamos que a IgG4 

é um provável biomarcador de prognóstico para prever o desfecho clínico da ITI.  

As células CD4+ T helper desempenham papéis cruciais nas respostas imunes 

adaptativas. Sua produção de repertórios restritos de citocinas em resposta a desafios 

imunológicos específicos levou ao surgimento da estrutura clássica de subconjuntos de 

células TH nitidamente polarizadas de acordo com o ambiente em que elas são 

liberadas. Dentre as diversas diferenças de células classificadas como helper as células 

TH1 são conhecidas como produtoras de IFN-�  associadas a combater patógenos 

intracelulares, as células TH2 são conhecidas como secretoras de IL4, IL5,IL13 e mais 

rescentemente, IL21, IL9 e IL33, as células TH17 expressando IL17 estão associadas a 

combater infecções bacterianas e fúngicas e mais recentemente parece ter uma papel 

importante na autoimunidade, as células T helper foliculares expressam IL21 e estão 

associadas a respostas de anticorpos de células B. 

Para este estudo, nós selecionamos interleucinas relacionadas com a produção 

de IgG4, que foram evidenciadas através de pesquisas recentes, como a IL4, IL21, IL9, 

IL33, e IL10 e que estão associadas a respostas de células CD4+ T helper 2 (TH2). 

Classicamente as células TH2 orquestram respostas imunes protetoras, como aquelas 

que têm como alvo helmintos e facilitam o reparo tecidual, mas também contribuem para 

doenças inflamatórias crônicas, como asma e alergia. Na hemofilia o papel de cada 

citocina ainda não está claro, devido a plasticidade do comportamento destas 

interleucinas de acordo com o ambiente e devido a diferentes contextos clínicos em que 

elas são estudadas. Neste trabalho, nós avaliamos a produção intracitoplasmáticas 

destas citocinas em células CD4+ e CD19+, com objetivo de avaliar a origem celular 

quanto a produção e estabelecer relações com a sinalização de plasmócitos para a 

produção de IgG4. Quando comparamos as amostras de pacientes com sucesso e falha 

ao protocolo, ou seja, na presença e ausência de IgG4 apesar de observar diferenças 

ao estímulo de FVIII recombinante, não encontramos diferenças significativas. O 

racional para estabelecer relação entre estas interleucinas e a sinalização para a 
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produção de IgG4, foi através da função ao qual cada uma dela se destaca. A IL4 

classicamente está relacionada à ação efetora de células TH2 para sinalizar plasmócitos 

para a secreção de IgG. Alguns estudos demostraram que IL4, através do fator de 

transcrição GATA3 é capaz de inibir a ação do fator de transcrição Foxp3 responsável 

pelo perfil de regulação de células T em uma avaliação in vitro de indução de células 

regulatórias na presença de TGF-B (111). Desta forma, esperávamos encontrar níveis 

maiores e IL4 para os pacientes que falharam ao protocolo de ITI. Pesquisas com a 

avaliação de IL21 têm evidenciado que esta citocina é responsável pela promoção da 

ativação, diferenciação ou morte das células B durante as respostas imunitárias 

humorais (112). Também foi demonstrado que a IL21 é capaz de inibir a expressão 

Foxp3 induzida TGF-B e mudar a via de diferenciação de Tregs para células TH17 (113). 

No entanto, não conseguimos estabelecer relação de IL21 com células B reguladoras. 

A IL9 e IL33 tem sido descrita como responsável por ativar muitos tipos de células, 

incluindo TH2. Devido ao envolvimento destas interleucinas com doenças alérgicas, 

parasitárias e mais recentemente também com um papel de regulação, estudos para o 

desenvolvimento de imunoterapias anti-IL33 já estão em andamento, bem como 

avaliações e IL9 na ativação de mastócitos (114)(115). Neste contexto, seria possível o 

envolvimento da IL33 e IL9 na produção de IgG4, devido a via de ativação desta 

imunoglobulina ser semelhante ao da IgE. Neste estudo, não conseguimos estabelecer 

relação na produção destas citocinas na presença ativa de IgG4.  

A IL10 apresentou um papel de destaque neste estudo já que a mesma 

apresenta classicamente um papel regulador tanto em sua produção por como em 

células T CD4+, como por células B CD19+. Em condições comparativas entre o nível 

de produção desta interleucina por pacientes com sucesso e falha ao protocolo de ITI, 

não encontramos diferença significativa, no entanto ao avaliar o PBMC destes pacientes 

na ausência de células B reguladoras, um aumento significativo foi encontrado. A IL10 

é reconhecida como uma citocina anti-inflamatória com papel crucial na prevenção de 

patologias inflamatórias e autoimunes. A ausência de IL10 pode ser também 

acompanhada por uma imunopatologia que é prejudicial ao hospedeiro, mas não afeta 

necessariamente o patógeno. Para inibir patologias inflamatórias, a IL10 funciona em 

diferentes estágios de uma resposta imune e possivelmente, em diferentes localizações 

anatômicas(116). A IL10 foi inicialmente descrita como uma citocina do tipo TH2, mas 

estudos sugeriram que a produção de IL10 estava associada com respostas de células 

T reguladoras. Sabe-se agora que a expressão de IL10 não é específica para células 

TH2 ou células T reguladoras, mas em vez disso é uma citocina muito mais amplamente 

expressa (117). Mais recentemente, um estudo forneceu evidências experimentais de 

que a IL10 regula positivamente a secreção de IgG4 e que essa regulação positiva não 
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ocorre apenas com as células B, mas requer a presença de células T. O estudo também 

demostrou que a IgG4 também pode ser induzida na presença de células TH1, desde 

que a IL10 seja adicionada. Outros estudos também demostraram que condições 

alérgicas ou de inflamação na infecção por helmintos com patologia, a IL10 tem um 

papel regulador negative (118). Neste contexto, os resultados encontrados neste estudo 

demostram que é possível que a IL10 na presença de FVIII desempenhe um papel 

inflamatório quando produzidas por células CD4+. A avaliação de citocinas na hemofilia 

tem sido limitada, e heterogenia em termos de condição clínica de cada grupo de 

paciente avaliado. Em um experimento em vitro, com amostras de sangue de indivíduos 

saudáveis, foi demostrado que concentrado de FVIII plasmático tem, capacidade 

inibitória da produção de IL4, IL5 e IL6 quando comparado a produtos recombinantes e 

FVIII. Os autores concluem que é possível que produtos recombinantes seja mais 

reativo na produção de anticorpos e realçam a importância de estudar esta observação 

no contexto clínico (119). Em experimentos com amostras de pacientes os resultados 

são controversos, um estudo que avaliou uma coorte de 30 pacientes com hemofilia, 

onde 11 destes apresentavam inibidor, os autores demostraram pacientes com inibidor 

apresentam maior frequência de IL4 quando comparado a pacientes hemofílicos com 

ausência de inibidor e indivíduos saudáveis, confirmando um perfil de resposta de 

células TH2 (120). Por outro lado, outro estudo que avaliou 60 pacientes com hemofilia 

A, onde 30 apresentavam resultados negativo e 30 resultados positivos para inibidor de 

FVIII, demostrou que células CD4+ produzem mais IL4+ na ausência de inibidor, 

enquanto células CD4+ produzem mais IL10 na presença de inibidor. Quando avaliado 

as células B CD19+, estas apresentaram maior produção de IL10 na ausência de inibidor 

(121). Estudos posteriores do mesmo grupo, sob a mesma condição experimental em 

avaliação de citocinas intracelular, confirmam estes resultados com maior produção de 

TNF-A, IFN-� , IL4 e IL5 para pacientes (n=20) que não cursam com inibidor e maior 

produção de IL10 para pacientes com inibidor (n=20). Em contraste aos resultados 

anteriores o grupo também  demostra maior produção de IL10 por célula B CD19+ na 

presença de inibidores (117). Um terceiro estudo do grupo, com diferente abordagem 

experimentais com avaliação sistêmica de citocinas em plasma de pacientes hemofílicos 

na presença/ausência de inibidor, demostrou menor produção de TNF-A, IFN-� , IL2, IL4, 

IL5 e IL10 (122). Estes dados demostram as controvérsias de resultados quando 

citocinas são avaliadas no contexto da hemofilia em pacientes que desenvolvem ou não 

inibidor, esta controvérsia pode estar associada a caracterização limitada dos pacientes 

com inibidor, ao utilizar ou não estímulo de FVIII na avaliação de resposta celular através 

de citocinas. A avaliação de reposta de celular através de produção de citocinas, ainda 

não foi discutida no contexto de ITI em pacientes com sucesso e falha ao protocolo. É 
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importante lembrar que o pacientes com sucesso ao protocolo de ITI é um paciente que 

apresentou histórico de inibidor no passado, mas que tolerou a proteína do FVIII, e 

assim não podemos compará-lo a pacientes sem histórico de inibidor.  Não observamos 

diferença significativa entre os grupos de pacientes com sucesso e falha a ITI, na 

avaliação de IL4, IL21, IL33, IL9 e IL10 produzidas por células TH2, ou de IL10 

produzidas por células B CD19+. É importante destacar que esta avaliação foi realizada 

com amostra fresca de células não congeladas, o que pode afetar a resposta celular e 

interpretação dos resultados (123)(124). Na primeira fase deste trabalho, onde três 

pacientes com sucesso na ITI e um paciente com falha na ITI foram avaliados, não 

encontramos um perfil diferenciado entre estes grupos para as citocinas TNF-A, IFN-� , 

IL4, IL5 e IL10 provenientes de CD4+, enquanto foi observado resposta exacerbada de 

IL21 produzidas por células CD4+ para o paciente que demorou mais tempo para atingir 

a tolerância e para o paciente que falhou, além disso, vimos a presença marcante de 

IL10 de células B para pacientes com sucesso quando comparado ao paciente que 

falhou. Estes dados não foram confirmados em uma coorte maior de pacientes. As 

citocinas IL9 e IL33, foram pela primeira vez avaliadas no contexto da hemofilia, por 

estarem associadas a respostas de células TH2. No entanto também não foram 

observadas diferenças significativas.  

Surpreendentemente, para células T reguladoras CD4+ Foxp3+, os achados da 

primeira fase deste estudo foram confirmados. Pacientes que falharam ao protocolo de 

ITI demostraram ter menor nível circulante de células T reguladoras quando comparado 

aos pacientes que apresentaram sucesso no protocolo. Estes dados confirmam os 

resultados prelimiraes onde, os pacientes com sucesso no protocolo de ITI demostraram 

uma recuperação para níveis normais destas células quando comparado as frequências 

de CD4+ Foxp3+ ao início e final do protocolo, enquanto os pacientes que falharam 

persistiram com resultados abaixo do valor normal esperado.  

As células T reguladoras, caracterizadas pelo perfil CD4+ CD25+ Foxp3+ foram 

documentados como tendo atividade imunorregulatória em camundongos, ratos e 

humanos por numerosos estudos (125)(126). A frequência destas células em indivíduos 

saudáveis está entre 5 a 10% das células T CD4 + periféricas (127). Além do CD25, 

outros marcadores de superfície também foram relatados, como o antígeno 4 de 

linfócitos T citotóxicos (CTLA-4), receptor do fator de necrose tumoral induzido por 

glicocorticóides (GITR), e baixos níveis de CD45RB. No entanto, esses marcadores são 

também expressos em células T convencionais após ativação. O marcador mais 

específico e inequívoco para distinguir células T reguladoras de outras linhagens de 

células T é o fator de transcrição Foxp3. Estudos recentes sugeriram, que as células T 

reguladoras podem reter a plasticidade da linhagem, ou seja a capacidade de mudar a 



100 
 

 

função celular para diferentes tipos de células T efetoras sob circunstâncias específicas, 

como a inflamação (128). Embora há evidências acumuladas que algumas células T 

reguladoras podem regular negativamente a expressão de Foxp3 e/ou adquirir fenótipos 

de células T auxiliares efetoras, alguns estudos mostraram que as células T reguladoras 

retêm memória epigenética e, portanto, permanecem comprometidas com a expressão 

de Foxp3 e funções supressoras, apesar de plasticidade fenotípica (129). Apesar da 

função das células T reguladoras ter sido amplamente explorada em avaliações in vitro 

e em experimentação animal, que ressaltam o papel imunossupressor deste tipo de 

células, as avaliações clínicas demostram que a sua frequência e função se difere 

dependendo da patologia avaliada. 

Estudos recentes demonstraram que as células T reguladoras derivadas do timo 

específicas para o antígeno Mycobacterium tuberculosis se expandem precocemente 

durante a infecção, e atrasam o início das células T CD4+ e CD8+ na drenagem dos 

linfonodos e bloqueiam sua migração para os pulmões infectados, resultando em maior 

carga bacteriana (130). Em tais ambientes infecciosos onde a atividade excessiva de 

células Treg é prejudicial para o hospedeiro, a depleção de células T reguladoras podem 

restaurar respostas imunes protetoras. Por exemplo, a depleção de células Treg 

aumenta a depuração bacteriana após a infecção por Mycobacterium tuberculosis (131). 

Em outros casos, a capacidade das células T reguladoras de limitar a atividade das 

células T efetoras pode ser benéfica para o hospedeiro, limitando a imunopatologia na 

presença de antígeno persistente. Pacientes com infecção crônica pelo HCV 

apresentam maior número de células T reguladoras nas biópsias do sangue e do fígado 

do que os não infectados, no entanto o número de células T reguladoras são 

inversamente correlacionado com a gravidade histológica (132)(81). 

Na oncologia, vários estudos indicam que a inflamação crônica pode promover 

o câncer criando um ambiente no qual a morte celular, a necrose e a mutagênese 

aumentam e assim, as células T reguladoras podem desempenhar um papel protetor 

nesses contextos ao atenuar o câncer induzido por inflamação. As células T reguladoras 

podem se acumular nos locais do tumor por vários mecanismos. As células tumorais 

podem secretar fatores como TGF-B, IL10 e prostaglandina E2, que bloqueiam a 

maturação das células dendríticas e promovem a expansão e conversão das células T 

reguladoras (133). Assim, devido a associação do acúmulo de células T reguladoras em 

locais de tumor e mau prognóstico para muitos tipos de câncer, muitas terapias contra 

o câncer têm como objetivo limitar a atividade excessiva de Treg. A depleção de células 

Treg através de anticorpos monoclonais anti-CD25 em modelos de ratos resultou no 

aumento de respostas de células T efetoras especí�c as de tumor e regressão tumoral 

(134)(135). 
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Em pacientes com doenças autoimunes, em sua maior parte a frequência de 

células T reguladoras parece ser normal, no entanto apresentam disfunção em suprimir 

células CD4+ efetoras. No entanto, a maior parte dos estudos de pacientes com lúpus 

eritematoso sistêmico demostrou diminuição no número de células T reguladoras 

circulantes que se correlacionaram com a atividade da doença (83)(136). Assim como 

na autoimunidade, especificamente na lupus eritematoso sistêmico o número circulante 

de células Foxp3+ está diminuído na presença persistente do inibidor. Em modelo 

experimental de lupus eritematoso sistêmico foi demostrado que a ativação de células 

B produtoras de anticorpos anti-DNA nativo em camundongos autoimunes requer a 

ajuda de células TH CD4+ e a maior atividade comparada a supressão de T reguladoras 

CD4+ CD25+ (137). Estes dados demostram uma quebra de tolerância, como resultado 

da função células T reguladoras prejudicada, o que contribui à formação excessiva de 

autoanticorpos observada no lupus eritematoso sistêmico ativo. Assim como na lupus 

eritematoso sistêmico o número diminuído da frequência de células T reguladoras se 

corresponde com a atividade da doença, na hemofilia esta frequência também está 

diminuída na presença de anticorpos neutralizadores da proteína do FVIII.  

Embora haja agora ampla evidência de que as células T reguladoras podem 

regular as respostas mediadas por células T, seu papel na resposta humoral, ou seja, 

na produção de anticorpos tem sido menos explorado. Já foi demonstrado que a 

depleção ou falta de recrutamento de células T reguladoras para células B e CAA 

resultou em uma resposta humoral desregulada(138). A ação direta de células T 

reguladoras em células B foi evidenciado no mesmo estudo, porque os autores 

mostraram ainda que células T reguladoras podem suprimir a ativação de células B 

induzida por LPS.  

Com os resultados destes estudos é possível hipotetizar que a perda de células 

T reguladoras durante o curso de produção de IgG4 por células B poderia contribuir para 

uma falta de controle sobre as células B e, portanto, para a patogênese do 

desenvolvimento do inibidor. Ou ainda que as células T reguladoras se diferenciam em 

células T efetoras para axiliar as células B na produção de IgG4 contra o FVIII 

considerado o antígeno no momento da avaliação. Neste sentido, Rapetti e cols. 

demostraram que as células T reguladoras são incapazes de limitar as respostas das 

células B em pacientes com artrite reumatoide. A hipótese dos autores foi a resistência 

da célula B à supressão, e a contribuição de células T reguladoras na falha da regulação. 

Os resultados deste estudo também identificam a via Fas como um alvo para a 

supressão mediada por célula T reguladoras em células B (139). A interação de células 

T reguladoras e B precisa ser melhor explorado na hemofilia. 
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Com este objetivo, nós selecionamos diferentes perfis de células B para avaliar 

neste estudo, com a intenção de verificar o comportamento destas em pacientes com 

falha e sucesso ao protocolo de ITI. Já está bem estabelecido que as células B 

desempenham seu papel através da apresentação de antígenos, produção de 

anticorpos e secreção de fatores pró-inflamatórios. Além disso, as células B também 

produzem fonte de citocinas inibitórias, como IL10 e tumor fator de crescimento TGF-B. 

Atualmente, as células B reguladoras, um grupo relativamente novo dentre os perfis de 

célula B com a capacidade de inibir a resposta do sistema imunológico, desempenham 

um papel importante na manutenção da equilíbrio e tolerância na função imune. Nos 

últimos anos, inúmeros trabalhos têm tentado identificar o perfil de células B de acordo 

com suas funções, e estabelecer correlação com as citocinas e imunoglobulinas 

produzidas em indivíduos saudáveis e diferentes patologias. Este tipo de avaliação, está 

em linha com as funções hoje conhecidas para o perfil de células T CD4+ que têm sido 

benéficos no entendimento do mecanismo de muitas patologias (140). O perfil de células 

CD19+ CD24hi CD38hi têm sido associado com células B reguladoras, enquanto o perfil 

CD19+ CD24- CD38hi associado com células plasmáticas periféricas produtoras de IgG4. 

Além disso, também há associação dos perfis CD19+ CD24+ CD38- e CD19+ CD24int 

CD38int e com células B e memória e naïve. Essas avaliações têm sido principalmente 

estudadas em doenças autoimunes (141)(142)(143). Na hemofilia, é a primeira vez que 

estes perfis de célula B são avaliados em conjunto, e o que se tornou interessante é que 

o perfil CD19+ CD24- CD38hi associado com células plasmáticas periféricas produtoras 

de IgG4, apresentou diferença significativa entre os grupos com sucesso e falha para o 

protocolo de ITI, ou seja, com maiores níveis de frequência celular para os pacientes 

com falha de ITI e com a presença ativa de IgG4.  

Os pacientes com falha em ITI também apresentaram diferença significativa para 

a frequência de células B de naïve CD19+ CD24int CD38int, com maiores níveis na 

presença de IgG4. Também foi obtido correlação entre as células produtoras CD19+ 

CD24- CD38hi de IgG4 e os inibidores de VIII avaliado por método funcional, bem como 

com a IgG4 específica para o FVIII, por método quantitativo. Não encontramos 

diferenças significativas entre os grupos de falha e sucesso do ITI para as células 

maduras e CD19+ CD24+ CD38- e células B reguladoras CD19+ CD24hi CD38hi, no 

entanto, com objetivo de avaliar a função de células B reguladoras CD19+CD24hi CD38hi, 

estas foram retiradas do pool de células mononucleares de cada paciente para avaliar 

se a ausência destas células poderia levar a maior expressão de citocinas em células T 

efetoras CD4+. Ambos pacientes com sucesso e falha ao ITI apresentaram maior 

produção de CD4+ IL10 para as amostras Breg(-), ou seja, na ausência de células CD19+ 

CD24hi CD38hi com diferença significativa comparada aos mesmos pacientes com a 
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presença de células B reguladoras. As demais interleucinas não apresentaram 

modulação de resposta na presença ou ausência de CD19+ CD24hi CD38hi. Já foi 

discutido anteriormente que a IL10 proveniente de células T efetoras podem 

desempenhar um papel pró-inflamatório e auxiliar no estímulo de células B na produção 

de IgG4 (144), neste contexto é possível hipotetizar que apesar de não haver diferença 

significativa entre os grupos quanto a frequência das células B reguladoras, estas 

demostraram ter ação supressora sobre células T CD4+ efetoras na produção de IL10. 

No entanto, observamos que ação supressora de células B CD19+ CD24hi CD38hi sob 

células T CD4+ efetoras IL10, foi presente em ambos os grupos, com presença ou 

ausência de IgG4. No grupo de pacientes com sucesso ao ITI a diferença na produção 

de IL10 por CD4+ foi 6 vezes maior quando comparada as medianas de PBMC completo 

e PBMC_Breg(-), já para os pacientes com falha esta diferença foi menor, apenas 4 

vezes. É possível que o papel supressor de células B CD19+ CD24hi CD38hi em CD4+ 

IL10 em pacientes com sucesso ao ITI seja maior quando comparado aos pacientes 

com falha, no entanto esta informação deve ser avaliada em uma coorte maior de 

pacientes e com outros experimentos in vitro. A produção de IL10 por células CD19+ 

também foi avaliada na presença e ausência do perfil de células CD19+ CD24hi CD38hi 

e evidenciamos que em pacientes com falha ao protocolo de ITI esta produção está 

diminuída com diferença significativa entre os grupos, o que demonstra que este perfil 

CD19+ CD24hi CD38hi produz IL10.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 
�  Nestes estudo, confirmamos o papel central da IgG4 na neutralização do FVIII. 

A persistência desta imunoglobulina pode ser utilizada como fator de mau 

prognóstico para o protocolo de ITI. 

 

�  A recuperação da frequência em níveis considerados normais das células T 

CD4+ CD25+ Foxp3+ também pode ser considerado como fator de bom 

prognóstico para o protocolo de ITI. No entanto, a interação entre células T e B 

reguladoras devem ser melhor estudadas em estudos in vitro. 

 

�  A presença de células B CD19+ CD24- CD38hi, consideradas células secretoras 

de IgG4, foi mais frequente em amostras de pacientes com falha do protocolo de 

ITI quando comparado aos pacientes com sucesso e confirma relação com a 

presença de IgG4. 

 

�  Monitorar a frequência destas células em pacientes não tratados 

com FVIII, com posterior desenvolvimento de inibidor pode ajudar 

em seu manejo clínico. 

 

�  As células B CD19+ CD24hi CD38hi, consideradas reguladoras, 

foram produtoras de IL10 em pacientes com falha ao protocolo de 

ITI e apresentaram função supressora das células T CD4+ 

produtoras de IL10. 

 
 

�   A identificação de marcadores biológicos, como apresentado nesse estudo, 

pode ajudar diretamente o manejo da ITI e predizer as chances de sucesso 

completo ou parcial, auxiliando na indicação e persistência no protocolo de ITI. 
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Abstract 
 
Immune tolerance induction (ITI) is the strategy of choice for eliminates inhibitors for 

hemophilia A patients, with 70% of success rate. The mechanism involved in the 

achievement of factor (F) VIII tolerance and why some patients present relapse or ITI failure 

are still unclear. The objective of this longitudinal study with five years of follow-up was to 

evaluate the distribution of anti-FVIII IgG1/IgG4 and intracellular cytokines profile in T and 

B cells during ITI protocol. Method: Anti-FVIII inhibitor was determined by Nijmegen-

Bethesda assay. Anti-FVIII IgG1/IgG4 was performed by ELISA. The intracellular cytokines 

and surface cell markers were evaluated before and after in vitro FVIII stimulation by flow 

cytometry. The profiles analyzed were: (1) CD4+ expressing IL4, IL5, IL10, IL21 or TGFb; 

and CD19+ expressing IL10 (2) CD4+CD25+FOXP3+ (regulatory T cells); (3) 

CD19+CD24+CD38+ (regulatory B cells). Results: Four patients were analyzed pre and until 

11 different time-points with follow-up of 4 to 5 years. Three patients (patient 1, 2 and 3) 

achieved success ITI, while one failure (patient 4). For all patients the decrease of inhibitor 

titer was associated with reduction of anti-FVIII IgG4, which disappeared when patients 

achieved ITI success, and persisted in patient who failure. The profiles of pro-inflammatory 

cytokines in the beginning of ITI were IL4-producing CD4+PBMC with frequency until 4% of 

cells. For post ITI, IL4 and IL5 were almost undetectable. IL10 was observed for patients 3 

and 4. All patients showed similar frequency of IL21-producing CD4+PBMC. After 5 years of 

ITI, the IL10-producing CD19+PMBC were higher in all patients who achieved complete 

success of ITI, and absent for patient 4. Conclusion: In this study, we determined the 

distribution of the anti-FVIII IgG1 and IgG4, cytokine and regulatory T and B cells profile in 

response to ITI treatment. The patients that achieved complete ITI success showed anti-

FVIII IgG4 decreased with the increase, CD19+IL10 and regulatory T and B cells. Based on 

previous and our results, the persistence of anti-FVIII IgG4 and CD4+IL21 may be used as 

a marker of a poor prognosis in ITI treatment. 
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Introduction 

Inhibitor development remains a major complication for patients with hemophilia A. 

Immune tolerance induction (ITI) treatment comprises frequent administration of 

high or intermediate doses of factor (F) VIII concentrate, which generally results in a 

gradual decline in inhibitor titer (Mause-Bunschoten, 1995) [3]. Retrospective data 

from internationals registries indicate that the success rate for ITI varies between 70 

to 80% (DiMichele, 2007; Mariani, 2001) [1, 4]. The outcome of ITI is influenced by 

the inhibitor titer at the onset of treatment, the historical peak titer and the peak titer 

during treatment (Kreuz, 2016) [5]. The monitoring of inhibitor titers is essential 

clinical approach for protocol conduction and success evaluation of ITI.  

The anti-FVIII antibodies characterization by immunoglobulin (Ig) subclass 

evaluation has been showed an important issue to understand the real mean of the 

FVIII inhibition. First investigation of Ig and inhibitor showed a predominant presence 

of IgG and rare presence of IgM (Fulcher 1987) [6]. Current studies showed a strong 

correlation between high levels of anti-FVIII antibodies of IgG1 and IgG4 subclass 

with the presence of inhibitor and immune tolerance induction (ITI) failure (van 

Helden, 2008; Whelan, 2013; Montalvao, 2015) [7-9]. However, no study has so far 

demonstrated a longitudinal evaluation during the ITI protocol to identify the course 

of these IgG subclasses, and cytokines and cells profiles associated with ITI protocol 

response. Previous in vitro study which evaluated cytokines in response of T cells 

from hemophilia A after FVIII stimulation showed high levels of interleukin IFN-�  

when patients had previous history of inhibitor and TGF-�  with absence of inhibitor 

history (Hu, TH, 2007) [10]. However, recent study showed hemophilia A patients 

with FVIII inhibitors with low levels of all different cytokines except for IL4 and IL10 

(Oliveira, 2013) [11].  

The IgG subclasses and cytokines profile association may show part of immune 

mechanism to tolerance of FVIII. Until now there is no information regarding cells 

profile associated with success, partial success and failure of ITI protocol. The 

objective of this study was to evaluate the distribution of IgG1 and IgG4, and to 

assess the cells and cytokine profiles previously, during and log-term after ITI 

protocol according to the response to the treatment. 
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Methods  

Study design and ethics 

We selected for this study four patients with severe hemophilia A with inhibitor submitted to 

ITI protocol from May 2010 to May 2017 at the Hemophilia Unit from Hemocentro UNICAMP 

in Campinas, Sao Paolo. All patients started the ITI treatment with low dose of plasma-

derived FVIII (pdFVIII) concentrates, using 35 to 50 IU/kg 3 times per week. The samples 

were collected pre-treatment (baseline), during and after the ITI protocol. The procedures 

followed were in accordance with the ethical standards and with the Helsinki Declaration. 

 

Neutralizing antibodies against FVIII 

The samples were collected in 0.109 M citrated tubes and the plasma was separated by 

2500 g for 10 min and storage a -80ºC until the assay was performed. Neutralizing 

antibodies anti-FVIII (inhibitors) were detected by Bethesda assay with modification. To 

improve the sensitivity of the test, the samples were previous treated with heat, 56ºC by 30 

min (de Lima Montalvão, Thromb Res 2015). Considering the high variation of this assay, 

demonstrated by different external quality controls (Kitchen, 2009; Verbruggen, 2009) [12, 

13], we performed three different dilution of FVIII determination for each analyses. Shortly, 

all patients was screening with undiluted sample, and when the result was positive dilution 

from 1:2 until 1:320 with 0.1 M imidazole buffer, pH 7.4 (Instrumentation Laboratory, 

Bedford, MA, USA) was performed. Undiluted an diluted samples was incubated volume to 

volume with normal pool plasma buffered (NPPB) with 0.1 M imidazole to pH 7.4, prepared 

in house by the addition of solid imidazole (Sigma, St Louis, MO, USA), for 2 hours at 37°C. 

FVIII coagulant activity (FVIII:C) in each samples was measured based on the one stage by 

activated partial thromboplastin time (aPTT) method, using APTT reagent (Instrumentation 

Laboratory, Bedford, MA, USA), FVIII-deficient plasma (Instrumentation Laboratory, 

Bedford, MA, USA) as substrate on TOP 550 coagulation analyzer (Instrumentation 

Laboratory, Bedford, MA, USA). Calibration curves were prepared using standard reference 

plasma (Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, USA). The residual FVIII:C in the patients 

mixture from each sample was divided by the remaining FVIII:C in the control mixture (FVIII-

deficient plasma from Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, USA and NPPB) expressed 

as percentage of residual activity. The results were calculated by linear regression of a curve 

containing 1 Bethesda unit per milliliter (BU.mL-1) as the 50% residual activity and 0 BU.mL-

1 as 100% residual FVIII activity. For undiluted samples if the residual activity was �  100%, 

the result was reported as 0 BU.mL-1. If the undiluted sample had <100% residual factor, 
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additional dilutions were evaluated until a residual activity between 25% and 75% was 

achieved. In this case, at least three dilutions were plotted on line curve to check the 

antibody kinetic. The parallelism between the three dilutions was evaluated and the 

coefficient of variation < 15% was accepted. The dilution closer 50% residual activity was 

selected for the final result. For all diluted samples the dilution factor applied was considered 

for the final result. Positive inhibitor was defined as > 0.6 BU.mL-1.  

 

Detection of anti-FVIII IgG subclasses by ELISA 

The anti-FVIII IgG subclasses was performed by ELISA, using two different FVIII products, 

a pdFVIII concentrate, Octavi SD Optimum®, (Octapharma, Lingolsheim, France), and a full-

length recombinant FVIII (rFVIII) concentrate, Advate® (Shire, Neuchatel, Switzerland). In 

the first day, polystyrene microtiter plates (Nunc-Immuno™ PolySorp®, Thermo Scientific™, 

USA) were coated with 5 IU.mL-1 of FVIII overnight at 4°C. In the second day, the plates 

were washed (phosphate-buffered saline (PBS); pH 7.4 containing Tween 20) and 

unspecific binding sites were blocked by blocking buffers incubation, washing buffer with 

bovine serum albumin (BSA) for 1 hour at room temperature (RT). Afterward, considering 

the second washing step, plasma samples from the ITI patients and from negative controls 

(healthy individual) and from positive controls (patient with high title inhibitor) were incubated 

for 2 hours at 37°C. The third washing was performe d and then the antihuman-IgG specific 

for subclasses IgG1 and IgG4 (Southern Biothechnology Inc., Birmingham, AL, USA) were 

applied as an enzyme-conjugated secondary antibodies by incubation for 1 hour at 37°C. 

After the last washing step, the o-phenylenediamine (OPD) was added and incubated at RT 

in the dark. The optical density (OD) for each sample was assessed by Microplate Reader 

(Sunrise™ Tecan, Männedorf, Switzerland) in 492 nm. The initial dilution sample for 

evaluation was 1:20 and the samples were considered positive when the optical density was 

higher than the cut-off established for blank background signal level. When the samples 

were positive, it was analyzed at least 7 dilutions from 1:20 to 1:640. For the result of each 

sample, a linear curve was constructed to confirm the reactivity of IgG against FVIII. The 

precision (inter- and intra-assay variability) of the method were evaluated and the variability 

was ± one step of dilution in inter-assays. 

 

Preparation of CD4+ and CD19+ PBMC  

We isolated PBMC (peripheral blood mononuclear cells) from heparinized blood samples 

collected within one hour. PBMCs were isolated by gradient centrifugation using Ficoll-
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Hypaque (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA), centrifuge at 200 g for 20 minutes. Than 

the cells were washed (centrifuge at 100 g for 10 min) with 15 ml of sterile PBS. When 

centrifugation was complete, supernatant was aspirate and the tube was gently flick with a 

finger to break up the pellet. When cells were used fresh, it was resuspended at 1 x 106 

viable lymphocytes per milliliter (mL) in sterile RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, Inc., St. 

Louis, MO, USA) with 10% sterile heat-inactivated Fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich, 

Inc., St. Louis, MO, USA) and 1% sterile antibiotic/antimycotic. When the PBMCs were 

cryopreserved, a final concentration of 10% dimethylsulfoxide (DMSO) in FBS was used. 

The PBMCs were aliquoted at 1 x 107 lymphocytes.mL-1. The cryovials were pre-cooled and 

add a freezing container that has been filled with 70% isopropanol according to the 

manufacturer’s instructions. The freezing container was placed at -80oC before transfer to 

liquid nitrogen container. To thawing PBMCs, cells were thawed quickly but diluted slowly 

with RPMI to remove DMSO. The RPMI warmed in a 37oC on water bath were used before 

beginning thawing procedure. The cryovials were transferred from liquid nitrogen to a 37oC 

water bath. The warmed RPMI was dropwise into the cryovial containing the cell suspension, 

slowly over a 30 second period, and 1 mL of RPMI was added to a cryovial containing 1 mL 

cell suspension. Then, cells were transferred to a polypropylene centrifuge tube containing 

5 mL of warmed RPMI and centrifuge at 200 g for seven minutes. The final diluted working 

concentration was 1 x 106 cells.mL-1 of PBMCs in room temperature RPMI media. 

 

Analysis of FVIII antigen-specific cytokine release  

PBMCs short-term in vitro culture was performed as based on the protocol proposed by 

Foster B et al. (Foster B, Curr Protoc Immunol. 2007). Briefly, 1 x 106 viable PBMCs were 

incubated for 6 hours at 37°C in a 5% CO 2 humidified incubator for each stimulation protocol, 

(a) 10 IU.mL-1 of recombinant FVIII concentrate, Advate® (Shire, Neuchatel, Switzerland), 

(b) phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) at 25 

ng.mL-1, ionomycin (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) at 1 mg.mL-1, (c) unstimulated 

as a control. Antigen presentation-cells reactions are barred by the presence of transport 

inhibitors, such as brefeldin A (BFA). Therefore, cells were first incubated with antigen for 2 

hours prior to the addition of these agents. Then, BFA (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, 

USA) was added at a final concentration of 10 mg.mL-1 to the cultures for the last 4 hours of 

the 6-hours incubation. By inhibiting cytokine secretion, BFA increases the amount of 

cytokine at the Golgi complex and thus increases the signal-to-noise ratio. The positive 

control cultures, named PMA-stimulated cultures, confirmed cell antigen-responsiveness 
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capacity for all blood samples, cytokine patterns observed is demonstrated by high levels of 

TNF� + cell observed within total gated lymphocytes. The CD4+ and CD19+ PBMC cultured 

without any stimulus served as background controls. After the period of incubation cells were 

staining and flow cytometry were performed to intracellular TNF� , IL4, IL5, IL21, IL10 and 

TGFb for CD4+ and IL10 for CD19+. Once stained, the cells were permeabilized and fixed. 

A total of 50,000 events were recorded for each assay when was possible. The FACSCalibur 

Flow Cytometer, BD BioSystems was used.  

 

Flow cytometry analysis of regulatory T and B cells  

Evaluation of regulatory T cells (Tregs) and regulatory B cells (Bregs) by flow cytometry was 

performed based on BD-Bioscience protocol, with the use of the following monoclonal 

antibodies supplied by BD-Bioscience (Franklin Lakes, NJ, USA): peridinin chlorophyll Cy5.5 

(PerCP-Cy5.5)-labeled anti-CD4, brilliant blue 515 (BB515)-labeled anti-CD25, alexa fluor 

(Alexa-647)-labeled FOXP3, peridinin chlorophyll (PerCP)-labeled anti-CD19, fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-labeled anti-CD24, allophycocyanin (APC)-labeled anti-CD38. Briefly, 

in 100 µl of cells was added to 5 µl of fluorochrome-labeled monoclonal antibody. Samples 

were protected from light and incubated at room temperature for 20 min. Once stained, for 

Tregs, cells were permeabilized and fixed. A total of 50,000 events were recorded for each 

assay when was possible. The FACSCalibur Flow Cytometer, BD BioSystems was 

used.The results were expressed as percentages of the CD4 and CD19 lymphocyte 

population.  

 

Statistical analysis 

Analysis of data was done using Statistical Program for Social Science version 17 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA). Quantitative variables were described in the form of median with a 

range. For comparison of nonparametric quantitative variables between the two groups, 

Mann–Whitney test was applied, whereas Kruskal–Wallis test was used for comparison of 

more than the two groups. Spearman’s rank correlation coefficient was used to assess the 

relation between two quantitative parameters in the same group. A p value less than 0.05 

was considered significant, and a p value less than 0.001 was considered highly significant 

in all analyses. The graphics were performed at Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA). 
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Results  

 

Four severe hemophilia A patients were evaluated in a longitudinal study up to five years of 

follow-up. The clinical characteristics of patients and protocol details are showed in table 1. 

The patient 1 had ITI success achievement at month 7 of 2nd ITI protocol, with inhibitor titer 

of 0 BU.ml-1, 66% FVIII recovery and 7 hours FVIII half-life. Patient 2 achieved ITI success 

at month 14 of 2nd ITI protocol, with inhibitor titer of 0.3 BU.ml-1, 66% FVIII recovery and 16 

hours FVIII half-life (figure 1). Patient 3 had ITI success achievement at month 7, with 

inhibitor titer of 0.56 BU.ml-1, 80% FVIII recovery and 7 hours FVIII half-life, while patient 4, 

who initiated the ITI protocol with 10 BU.ml-1, failure to ITI with inhibitor titer of 6.71 BU.ml-1 

at month 33, which was unchanged during the three different ITI protocols (figure 2).  

In order to evaluate the kind of immunoglobulins associated to inhibitors, patient 1 and 2 

were evaluated during 72 months and patient 3 and 4 during 48 months. FVIII inhibitors and 

anti-factor VIII IgG4/IgG1 were performed with an interval ranging of 4 or 5 years after 

started ITI protocol, corresponding to the time for ITI success achievement or the moment 

of the last assessment (figure 3 and 4). In a total, 3 of 4 (75%) patients presented complete 

success for ITI. Patient 4, who did not achieve complete success at the time of evaluation 

in month 33, showed persistent presence of IgG4 anti-pdFVIII with high levels. Patients 1, 2 

and 3, which obtained complete success on ITI with good pharmacokinetic parameters, 

showed at the end of treatment absence of IgG4 anti-FVIII. The trend line observed for IgG4 

anti-FVIII was not observed for IgG1 anti-FVIII according to inhibitor against FVIII between 

patients. Interestingly, patient 2 after achieved success with negative inhibitor titer and low 

levels of IgG4 anti-FVIII, had increase in inhibitor titer and IgG1 anti-FVIII after received a 

vaccine, which was negative again few weeks after. This patient continued to be treated with 

FVIII concentrates with good pharmacokinetic parameters.  

The frequency of regulatory T (CD4+CD25+FOXP3+) and B (CD19+CD24+CD38+) cells were 

observed at the pre (baseline) and post (follow-up) ITI protocol (figure 5). The time point 

evaluated for patients 1 and 2 were after five years and patients 3 and 4 four years. In 

general, all patients presented low or almost absence of regulatory T (CD4+CD25+FOXP3+) 

cells when the ITI started, however the frequency of this cells showed an increase after ITI 

for all patients who achieved complete success on ITI, except to patient 4 who showed 

failure on ITI protocol. The regulatory B (CD19+CD24+CD38+) cells showed a similar profile, 

with an increase post ITI for patient 2 and 3. No profile changed was observed for patient 4 

in regulatory T (CD4+CD25+FOXP3+) and B (CD19+CD24+CD38+) cells.  
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The intracellular cytokines profile of CD4+ PBMC cells from hemophilia A patients were also 

evaluated in all patients in two different moments of treatment, pre and post ITI, in order to 

verify which intracellular cytokines profile drives the IgG4 in a longitudinal evaluation. All 

patients had the CD4+ PBMC evaluated with and without FVIII stimulation. The figure 6 

shows cytokines frequency of FVIII-stimulation CD4+ PBMC. The period of post ITI 

evaluation during prophylaxis in the month 20 (0.54 BU.ml-1) for patient 1, month 14 of 2°ITI 

protocol update (0.26 BU.ml-1) for patient 2, month 20 during prophylaxis (0 BU.ml-1) for 

patient 3 and month 14 of the 3rd ITI protocol (3.75 BU.ml-1). The profiles of pro-inflammatory 

cytokines in the beginning of ITI were IL4 producing CD4+PBMC showing similar results for 

most of patient, with frequency until 4% of cells. The IL5 and IL10-producing CD4+PBMC 

were no observed. The IL21-producing CD4+PBMC were observed with high values only for 

patient 2 (22.80%), and TGFb was observed only for patient 1(1.59%). For post ITI, IL4 and 

IL5 were almost undetectable. IL10 was observed for patients 3 and 4. All patients showed 

similar frequency of IL21-producing CD4+PBMC. The TGFb showed higher results for 

patients 2 and 4 when compared with patients 1 and 3.  

In order to evaluate the sustenance of ITI results, besides all patients had the inhibitor, IgG4-

FVIII and regulatory cells profile evaluated pre and post ITI, they also were evaluated to 

intracellular cytokines CD4+ PBMC and CD19+ PBMC, after 4 and 5 years after the ITI 

beginning. For it, the cells have unspecific stimulation with PMA and specific stimulation with 

FVIII. Patient 1 and 2 were evaluated after five years of ITI beginning, patient 3 and 4 after 

four years of ITI beginning (figure 7). In this moment of analyses, patients who achieved 

tolerance had negative results for inhibitor and IgG4-FVIII, which patient 1 had 0.31 BU.ml-

1, patient 2 had 0.49 BU.ml-1 and patient 3 had 0 BU.ml-1. All of them showed absent of IgG4-

FVIII. Patient 4 had 4.22 BU.ml-1 and high titer of IgG4-FVIII detected on dilution 1:640. The 

profile for Th1, Th2 and Th3 evaluated with PMA unspecific and FVIII specific stimulation 

were CD4+TNF� + for Th1, CD4+IL4+, CD4+IL5+ for Th2 and CD4+IL10+, CD4+IL21+, 

CD4+TGF� + for Th3 and CD19+IL10+ for regulatory function of B cells. The TNF� -producing 

CD4+ PMBC and IL4-producing CD4+ PMBC showed sensitization for most of patients with 

PMA and FVIII. The levels of cytokines were high for both, independent of kind of stimulation, 

and higher values were found for IL4-producing CD4+ PMBC. The IL5-producing CD4+ 

PMBC was absent for patients 1 and 2 and present to patients 3 and 4. The IL10-producing 

CD4+ PMBC showed low sensitization for FVIII or PMA for patient 3 and 4, and absent for 

patient 1 and 2. Interestingly, the IL10-producing CD19+ PMBC were higher in all patients 

who achieved complete success of ITI, and absent for patient 4 who failure for ITI. 
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Discussion 

 

The median age of ITI started was 1.75 years (Dimichele, 2007; Dimichele 2009; Mauser-

Burnschoten, 1995) (1-3), and median inhibitor titre was 8.29 BU.mL-1 (3.17-16.30). The 

median historical peak titre was 69.1 BU.mL-1 (16.30-150.00). Three patients achieved 

complete response to ITI, with 7 months after the first ITI protocol and 14 months after the 

second protocol. One patient had failure to ITI with 6.71 BU mL-1 of inhibitor titre at month 

33. The patients were undergoing low-dose ITI protocol (25-50 IU.kg-1 3x per week) for the 

first protocol. Patient 4, after not had achieve complete success ITI attempt received 

rituximab at a fixed dose of 100 mg/week (60 mg.m-2) during four weeks. No different results, 

for this patient were obtained, with inhibitor 3.75 BU.mL-1 at the initial of rituximab protocol 

and 4.22 BU.mL-1, at the final. Besides that, the IgG4 presented unchanged levels at the 

same period.  

Regarding discussions about characteristics which lead a poor ITI prognosis at ITI start, 

such as age �  7 years, > 2 years since inhibitor diagnosis, inhibitor titre �  10 BU.mL-1 at the 

start of ITI, patient 4 had  two risk factor for poor ITI prognosis, age 13 and 10 years since 

inhibitor was diagnosis. In the other hands, patient 1 and 2 with complete success ITI had 3 

and 4 years since inhibitor was diagnosis. In the observational immune tolerance induction 

(ObsITI) study, an international, open-label, uncontrolled study which evaluates ITI protocol 

for haemophilia patients, showed 83% of patients in a cohort of 48 haemophilia A patients 

with complete success in Bonn ITI protocol, who had at least one risk factor for poor ITI 

prognosis at ITI start, as described before. According with these results, it possible achieves 

complete success ITI, even in a presence of a risk factor for poor ITI prognosis. The IgG 

subclasses have been studied in different cohorts of the hemophilia A patients (van Helden, 

2008; Whelan, 2013; Montalvao, 2015; Reding, 2002; Montalvao, 2015) [7-9, 14, 15], 

including during ITI treatment (van Helden, 2008; Whelan, 2013; Reding, 2002) [7, 8, 14]. 

However, in this study for the first time, we determined the distribution of the IgG1 and IgG4 

together with FVIII-cytokine profile and regulatory cells profile during the period of ITI 

protocol. In previews study, we could demonstrated the behavior of FVIII-binding IgG1 and 

IgG4 subclasses in a longitudinal analysis, in a clinical setting, of high response inhibitor 

hemophilia A patients, showing the correlation of IgG4 and the inhibitor titers (Montalvao, 

2015) [9]. In spite of being considered a non-pathologic antibody subclass with anti-

inflammatory properties in other clinical situations, such as allergy, IgG4 is correlated with 

the presence of high-titre inhibitor in the hemophilia setting (van Toorenenbergen, 1981; 
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Rispens 2011; Punnonen, 1993; Rock, 1989) [16-19]. Until now, it is no clear the mechanism 

which the IgG4 subclasses are involved in FVIII inhibitor development. The IgG4 has long 

been considered as a no-pathologic antibody subclass, with anti-inflammatory properties 

(Aalberse, 2009) [20]. The patients that achieved complete success ITI showed IgG4 

decreased and no modulation of IgG1, accompanied by the decrease of IL4-producing CD4+ 

PBMC from the pre to post ITI. In the other hands, patient 4 who failure to ITI presented 

continued presence of IgG4, even when the inhibitor titer decreased. The results presented 

in our study have been also observed in other ITI studies and in animal experiments (van 

Helden, 2008; Waters, 2009) [7, 21]. van Helder et al. showed a correlation between low-

titers of inhibitor just with IgG1 subclasses in ITI patients [6]. In a study conducted by Reding 

et al., the isotypes of anti-FVIII antibodies in hemophilia A patients were analyzed, including 

patients underwent ITI treatment and found that, after successful ITI, patients mainly 

produced Th1-driven IgG1 and IgG2 isotypes, whereas patients in whom ITI was primarily 

failure had Th2-driven IgG4 antibodies (Reding, 2002) [14]. Waters et al. also observed a 

Th1-immune response when animals had success tolerance to FVIII with anti-CD3 therapy 

(Waters, 2009) [21]. Irigoyen et al, showed in a longitudinal study with a cohort of 8 patients 

under ITI, patients who has relapsed for inhibitor the IgG4 was present with the same level 

during the treatment (Irigoyen, 2017). Diaz, showed in a cohort of patients with active 

inhibitors and no active inhibitors, the production of FVIII-specific IgG from memory B cells 

was found only for patients with active inhibitors and no for patients with or no history of 

inhibitors without active inhibitors. These results are in accordance with our results which 

show no detection of IgG4 after ITI, even years post success of protocol (Diaz, 2016). The 

evaluation of success ITI is an important issue in the clinical point of view, however it is 

noted, along the literature new laboratory parameters is necessary to improve the adequate 

interpretation of success on ITI. Sometimes patients with clinical success for ITI with low 

titers of inhibitors (from 0.6 to 2.0 BU.mL-1) are classified as partial success. Different from 

FVIII-IgG1, the FVIII-IgG4 antibodies, has been demonstrated as an immunoglobulin 

associated with FVIII inhibitory function. Recently, was also demonstrated FVIII half-life 

reduction in hemophilia A associated with the presence of FVIII-IgG4 (Holfbauer, 2017). On 

this setting, considering the high variability of Bethesda assay, specially to low titer of 

inhibitor, the FVIII-IgG4 and no FVIII-IgG1 can add value in the final interpretation of ITI 

success. As we can see in this study, for patients who achieved success on ITI, the FVIII-

IgG4 was negative with some samples with results between 0.6 a 2.0 BU.mL-1 and in the 

other hands, very high to patient who failure, even when the Bethesda results are falling 
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down. Besides that, patient 2 appear to show false positive results for Bethesda assay, with 

increase of FVIII-IgG1 and no alteration in the FVIII-IgG4 levels. Miller has been proposing 

the use of FVIII-IgG4 to establish the threshold to Bethesda assay (Miller 2017). In this study 

we demonstrated patients who achieve tolerance to FVIII, with no presence of IgG4, even 

after years of answer to ITI protocol. Together with other data from the literature regarding 

the FVIII-IgG4, the absence of this immunoglobulin may be used as a predictor of a good 

prognostic.  

In this context, antibody formation to therapeutic proteins is typically T helper cell-

dependent, while a shift from activation of T help to induction of Treg may promote tolerance 

through active suppression. The outcomes of experiments in animal models of hemophilia 

demonstrate that regulatory CD4+ T cells are the principal importance in controlling B cell 

responses to FVIII (Matsui, 2009) [22]. The regulatory T and B cells have a central whole in 

self-tolerance and in immune tolerance protocols. Most of the successful prevention 

protocols involve the expansion of suppressive CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells (Miao, 2010) 

[23]. The recent knowledge regarding tolerance indicate that a shift from an immune-

activating environment to a regulatory environment by induction of activated Treg cells to 

suppress T-helper cell function is not only important in blocking the initial activation of 

antibody responses, but also facilitates the induction and maintenance of antigen-specific 

tolerance (Wang, 2016) [24]. Although, there are studies which present an increase of 

regulatory T cells after ITI, it has been demonstrated only in animal experiment (Waters, 

2009; Matsui, 2009) [21, 22]. For the first time, we could present results of regulatory T and 

B cells pre and post ITI protocols in different setting of outcomes. In general all patients 

submitted on ITI protocol, presented low levels of regulatory T cells, however patients who 

achieved the tolerance recovery normal levels found to healthy individuals (Caton, 2014) 

[25]. Different from this setting, patient who failure according with Bethesda assay and 

parameters such as pharmacokinetic or IgG4 present absence of regulatory T cells 

recovery. Our data, regarding low T regulatory frequency cells, is on line with a study that 

has been evaluated Treg cells in a cohort of 45 hemophilia A patients. Patients who had 

active inhibitor presented lower frequency of regulatory T cells when compared with 

hemophilia A patients without history of inhibitor and health individuals (El-Asrar, 2016). We 

hypothesize that inhibition of Treg activity in beginning of inflammation is critical for the 

development of effective pathogen-specific T-cell responses. The frequency and functions 

of regulatory T cells in different setting of disease have been studied and low frequency of 

regulatory T cells has been associated in acute infections and some autoimmune disease, 
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while higher frequency of Treg cells has been associated with chronic infections and cancer 

(Dhuban, 2014). It is possible, with the abundance of Treg cell activating factors present 

during initial inflammation, such as IL2 and activated dendritic cells and other, it may employ 

counter-regulatory mechanisms to avoid Treg cell activity and ensure pathogen control. Zou 

et al. has been demonstrated that a number of acute infections induce a transient decline in 

Treg cell numbers that correlates with the expansion of effector T cells (Zou, 2006). This 

inhibition of Treg cell activity can also be able indirectly. Some studies has been 

demonstrated activation of antigen-presenting cells (APCs) by Toll-like receptor (TLR) or 

CD40 stimulation protects them from Treg cell mediated suppression (Menetrier-Caux C, 

2012), and pro-inflammatory cytokines such as IL1b and IL6 can render effector T cells 

resistant to Treg cell-mediated inhibition (Wherry, 2011). It was also observed pro-

inflammatory cytokines like TNFa can directly inhibit Treg cell activity (Tessmer, 2007). 

In this context, CD19+CD24+CD38+ cells considered regulatory B cells, showed an 

association with regulatory functions of T cells frequency in this study. The 

CD19+CD24+CD38+ B cells represent about 1% of PBMCs, and the maintenance of 

tolerance in several immune-related disorders has begun to emerge. Recent studies of 

kidney transplant recipients have demonstrated a positive correlation between increased 

numbers of CD19+CD24+CD38+ B cells, IL10, and a state of tolerance (Newell, 2010) [26]. 

In a study of rheumatoid arthritis (RA), the authors could demonstrate that in healthy 

subjects, CD19+CD24+CD38+ B cells maintain the balance between the pool of Tregs and 

Th1/Th17 populations, in the other hands this cells from active RA patients, were able to 

suppress the release of IFNg and TNF�  by CD4+CD25�  T cells, but failed to prevent the 

differentiation of naïve T cells into Th1 and Th17 and to convert CD4+CD25�  T cells into 

Tregs (Flores-Borja, 2013) [27]. In hemophilia A patients under ITI, results were similar 

which was seen for regulatory T cells, patients who failure to achieved tolerance showed no 

modulation of  this kind of cells during the protocol. Is possible that regulatory B cells have 

the same function of regulatory T cells, and facilitates the induction and maintenance of 

antigen-specific tolerance. The cytokines observed pre and post ITI shows a reduction of 

IL4-producing CD4+PMBC, for all patient even the patient with no success for ITI. The IL5-

producing CD4+PMBC appear not having any participation on this context. From 3 patients 

with success ITI, two presented sensitization with IL10-producing CD4+PMBC. Is already 

know the importance of IL10 to maintain regulatory T cells (Wang, 2016) [24]. The IL 21-

producing CD4+PMBC, which has a role at the antibodies B cells production (Gharibi, 2016; 

Tian, 2016) [28, 29] were presented at patient who failure and two with success ITI. Different 



148 
 

 

from expected, patient who not achieves success on ITI showed TGF� -producing 

CD4+PMBC. It is possible that TGF�  has trying to induce a shift of activating environment 

by effector T cells to a regulatory environment by induction of activated Treg cells, not 

achieved yet. After a median of four years of tolerance achievement, besides the level of 

inhibitor and IgG4, still absent for patients who achieved the tolerance, for most of patients 

showed a specific sensitization obtained for FVIII to TNF�  and IL4, showing answer of Th1 

and Th2 for FVIII, with higher levels for Th2. This result is on line with previews results 

already showed (Hu, 2007) [10].  Notable, only patients who achieved tolerance against 

FVIII, showed high levels of IL10-producing CD19+ PBMC for FVIII. It shows that B cells with 

release IL10 drive the regulatory function and may have an important to maintenance of 

tolerance. Even after three years, the profile of patient who failure was stills the same. This 

study, tried to identify functional proprieties of FVIII on setting of CD4+ T cells and CD19+ B 

cells, through the cytokines and Immunoglobulins subclasses in patients under ITI protocol. 

Besides that, try to define how they may correlate with inhibitor synthesis. Knowledge of the 

immune mechanisms that trigger and maintain the synthesis of anti-FVIII antibodies and 

inhibitor, and those which down-regulate the immune response to FVIII, may have 

inferences for the effective therapeutic protocols to reduce inhibitor synthesis in hemophilia 

A patients. The knowledge of the tolerance mechanism will contribute to proper new 

strategies that can promote faster and possibly less expensive tolerance to FVIII.  
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Table 1. Clinical characteristics of hemophilia A patients submitted to ITI treatment  

Patients  1 2 3 4 

Age of first inhibitor  2y 2m 1y 2m 1y 10m 3y 11m 

Age at start of ITI  5y 9m 4y 7m 1y 11m 13y 2m 

Diagnosis ( F8 genotype)  sHA (INV22) sHA (INV22) sHA (INV22) sHA (INV22) 

Historical peak titer 
(BU.mL -1) 

150 54 16.30 56 

Pre ITI titer (BU.mL-1) 3.17 3.70 16.30 10 

ITI response  Success Success Success Failure  

ITI achievement at  
month 33 

Partial success  Partial success Success Failure 

ITI achievement  Month 7 of  
2nd ITI protocol 

Month 14 of  
2nd ITI protocol 

Month 7 of 
1st ITI protocol 

No, after 
3rd ITI protocol 

Period of follow -up  5 years  
(72 months) 

 

5 years 
(72 months)  

4 years 
(48 months)  

4 years 
(48 months) 

ITI protocol Started  50 IU/kg  
3x/week 

25 IU/kg  
3x/week 

30 IU/kg  
3x/week 

75 IU/kg 
3x/week 

ITI, immune tolerance induction; sHA, severe hemophilia A; INV22, intron 22 inversion of factor VIII 

gene 
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Figure 1 . ITI evaluation for patient 1 (a) and patient 2 (b).  
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Figure 2.  ITI evaluation for patient 3 (a) and patient 4 (b). 
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Figure 3. Longitudinal evaluation of patients 1 and  2 with ITI success. Evaluation of 
inhibitor, IgG1, IgG4 from pre ITI protocol until month 72 (A) Patient 1 with success of ITI 
month 7 of 2° ITI protocol (B) Patient 2 success of ITI month 14 of 2° ITI protoc ol. At month 
22 after received vaccine, the inhibitor titer increased with no clinical relevance, and few 
weeks after was negative again.   
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Figure 4. Patient 3 and 4 longitudinal evaluation o f ITI treatment. Patient 4 did not 
achieve success up to month 33 of the ITI protocol. The high inhibitor titer is associated with 
the persistence of IgG4 anti-pdFVIII (A). Patient 3 obtained complete ITI success at month 
7, with absence of IgG4 anti-pdFVIII and inhibitor titer, and no detection titer of IgG1 anti-
pdFVIII (B). Patient 4 fail to achieve success at month 33. From month 33 to 48 the patient 
were submitted  to rescue protocol with Rituximab, however no decrease of inhibitor or IgG4 
anti-pdFVIII were observed. 
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Figure 5. Frequency cells Patient 1, 2, 3 and 4 pre  and post ITI treatment. The regulatory 
T (CD4+ CD25+FOXP3+) and B (CD19+CD24+CD38+) cells were evaluated pre and post 
ITI protocol for all patients. Patient who presented complete success ITI shows an increase 
of regulatory T (3/3) and B (2/3) cells when results from pre and post ITI were compered.  
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Figure 6. Intracellular cytokines pre and post ITI treatment. The intracellular cytokines 
in T and B cells were evaluated on pre and post ITI treatment. For all analyses, the reactivity 
of cytokines was observed with and without FVIII stimulation. In this graph, there are the 
folds of change of cytokines after FVIII stimulation for CD4+IL4+; CD4+IL5+; CD4+IL10+; 
CD4+IL21+; CD4+TGF� +. For each patient, there are the level of inhibitor (BU/ml) pre and 
post ITI (patient 1 and 2 month 72, patient 3 and 4 month 48)   
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Figure 7. Intracellular cytokines from 3 to 5 years  after ITI success or fail with 
unstimulated cells, unspecific stimulation cells wi th PMA and specific stimulation 
cells with FVIII. The intracellular cytokines in T and B cells were evaluated after 3, 4 and 5 
years after ITI success or fail with unspecific and FVIII stimulation cells.  The cytokines 
evaluated was CD4+TNF� ; CD4+ IL4+, Cd4+IL5+, CD4+IL10+, CD4+IL21+, CD4+TGFB+. 
The CD19+IL10+ frequency were observed only for patients who achieved complete 
success of ITI.  
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What is known about this topic?  

·  Current FVIII_ITI protocols is not effective in all patients and there are no 

prophylactic tolerance regime to prevent inhibitor formation 

·  The presence IgG4 is associated with neutralizing antibodies to FVIII 

·  Animal models of hemophilia demonstrate that regulatory T cells are important in 

controlling B cell response to FVIII 

What does this paper add?  

·  The absence of IgG4 is associated with a long-term of FVIII-ITI success 

·  The recovery of regulatory T cells frequency is a potential instrument as a good 

prognostic value to FVIII-ITI 

·  The presence of IL10 produced by B cells were associated with ITI success  
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Anexo V: Artigo em submissão referente ao resultado  da segunda fase do estudo 

apresentado nesta tese de doutorado. 

Artigo II- em processo de submissão: Thrombosis and Haemostasis International Journal 

for Vascular Biology and Medicine.  
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ABSTRACT 
 

Induction of Immune Tolerance (ITI) is the treatment of choice to FVIII inhibitors eradication 

in patients with Hemophilia A. However, 30% of these patients after 33 months do not reach 

tolerance to FVIII protein. In addition, the cost of protocol in patient who failed to ITI can be 

up to 3 times greater when compared to ITI successfully. The identification of good / bad 

prognostic biological markers helps in clinical practice and in understanding the mechanism 

of the inhibitor. The objective of this study was to characterize the mechanism of 

immunological tolerance to FVIII in patients submitted to ITI. Were evaluated, Inhibitory 

antibodies and IgG-FVIII immunoglobulin subclasses, Intracytoplasmic cytokines in CD4 + 

and CD19 + cells after stimulation with recombinant FVIII. The frequency of effector and 

regulatory T cells and the characterization of different B cell profiles, naïve, memory, IgG4 

secreting and regulatory. Twenty-three patients were evaluated according to clinical 

outcome. IgG4-FVIII persisted with significant difference between the groups and with high 

correlation with FVIII inhibitor. The frequency of CD4 + Foxp3 + T cells showed a significant 

difference with lower results for patients with failure, which confirm results in preview studies 

of our group. For the CD19 + B cell profile, there was a significant difference for IgG4 release 

cells, CD19 + CD24- CD38hi, which was more frequent for patients with failure. The regulatory 

B cells CD19 + CD24hi CD38hi were shown a suppressive function in CD4 + effector T cells, 

which produce IL-10. The presence of IgG4-FVIII, the high levels of CD19 + CD24-CD38hi B 

cells and low frequency of regulatory T cells, present poor prognostic for ITI. While CD19 + 

CD24hi CD38hi regulatory B cells played a suppressive role in CD4 + IL-10 + cells, interleukin 

which in recent research have been shown to be associated with the production of IgG4 in 

B cells. These results together reflect a central role of IgG4 and opens news paths for the 

understanding of the mechanism of the inhibitor, as well as in the identification of prognostic 

factors that facilitate the clinical practice to benefit the patient. 
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Introduction 
 
The hemophilia A (HA) is an X-linked inherited disorder caused by a defect in the gene that 

encodes clotting factor VIII (FVIII). The most efficient strategy to correct or prevent bleeding 

in patients with FVIII deficiency depends on the intravenous administration of exogenous 

therapeutic FVIII derived from plasma (pdFVIII) or recombinant (rFVIII)(8). The most serious 

complication of FVIII replacement therapy is the development of anti-FVIII antibodies with 

neutralizing properties, called inhibitors. FVIII inhibitors develop in up to 30% of patients with 

hemophilia A. The high rate of development of FVIII inhibitory antibodies is intriguing from 

an immunological point of view. Inhibitors are alloantibodies, mostly of the IgG class of 

immunoglobulins, which neutralize the coagulant activity of FVIII. The development of 

inhibitors has been a prominent issue in academy due to its severity and frequency. The 

cumulative risk of inhibitors ranges from 20% to 30% among patients with hemophilia 

A(145)(7). The presence of the inhibitor difficult the induction of therapeutic hemostasis by 

replacing the deficient factor concentrate, leading to hemorrhages difficult to control. This is 

a serious complication as the treatment alternatives in this situation, in addition to not being 

able to guarantee efficient hemostasis, are costly. Patients who develop inhibitors have cost 

three times higher than a patient without a history of inhibitor. The inhibitor also leads to a 

significant increase in morbidity and a negative impact on the quality of life of these 

individuals (7). The inhibitors are classified in high or low responder according to the level 

and history of inhibitor, this classification is important for the type of treatment to which the 

patient will be subjected. Patients who present a history of inhibitor with values always below 

5 Bethesda units per milliliter (BU.mL-1), are classified as low responders, and patients who 

maintain titers of inhibitor always above 5 UB / ml, or that may present (1). The immune 

tolerance induction protocol (ITI) is the only alternative to eliminate these inhibitory 

antibodies. This protocol consists of continuous exposure of the patient to FVIII, in an 

attempt to create a patient tolerance to FVIII protein. There are many protocols available for 

ITI and the success rate among these protocols is around 70% in the case of hemophilia A 

(30). However, ITI is extremely expensive, high in demand, and patients with high titers of 

inhibitors are less likely to present success. Over the last decade, a significant progress has 

been made in elucidating the mechanism of antibody response to FVIII and in suppressing 

these responses. Studies in animal models have proposed new protocols that present less 

cost to induce tolerance for FVIII (103). Thus, advances have been made aiming to reduce 

the anti-FVIII immune response and promoting sustainable immune tolerance in patients 

with pre-existing inhibitors. Most of the information related to predictive factors of response 
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to the ITI protocol comes from the retrospective analysis of records of patients with inhibitor 

who underwent protocol (27)(21)(28). Based on these records, some predictors of success 

were established, including the historical inhibitor peak <200 BU.mL-1 and the inhibitor title 

<10 BU.mL-1 at the time of initiation of the ITI protocol. Some studies also suggest a faster 

response in younger patients with newly developed inhibitors and in cases where the historic 

peak during the ITI is below 200 BU.mL-1 (31). The presence of the inhibitor is a serious 

complication in hemophilia, making it difficult to obtain therapeutic hemostasis from the 

replacement of the deficient factor concentrates, that is, an inadequate response to the FVIII 

or FIX concentrate. The therapeutic alternatives in this situation, besides being less 

effective, have a higher cost. Therefore, there is a great interest in the scientific community 

in the studies that promote the understanding of the mechanisms present in the 

development of the inhibitors, since this knowledge will allow determining alternatives or 

measures to prevent the emergence of inhibitors, or their eradication. The objective of this 

study were to characterize the immune response involving inhibitors in in vitro assays with 

pool of peripheral blood mononuclear cells from patients with hemophilia with and without 

inhibitors after ITI outcome to determine the T and B cell response to FVIII. 

 
Methods 
 
Study design and ethics 

Cross sectional study: we selected for this study 23 patients with severe hemophilia A with 

inhibitor submitted to the ITI protocol from January 2015 to October 2018 attended at the 

Hemophilia Unit of the Hemocentro Unicamp in Campinas, SP. All patients started ITI 

treatment with low dose of recombinant FVIII concentrates (rFVIII), using doses of 35 to 50 

IU.kg-1 3 times per week. These patients were evaluated before and during the ITI, with 

laboratory evaluations at the end of the protocol at the conclusion of the clinical outcome. 

All procedures followed established ethical standards. After the signing of the Informed 

Consent Form by the patients and/or their legal guardians, blood samples were collected 

from each patient in the prospective study, then processed and stored in the Hemostasis 

Laboratory at the Campinas Blood Center of Unicamp, following the norms determined in 

the operational procedure related to the biorepository of this study. In the retrospective 

study, the previously stored samples were analyzed after signing the Informed Consent 

Form of this study. Attached is the opinion of the ethics committee of the medical school of 

the State University of Campinas. 
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Neutralizing antibodies against FVIII. 

The samples were collected in 0.109 M citrated tubes and the plasma was separated by 

2500 g for 10 min and storage a -80ºC until the assay was performed. Neutralizing 

antibodies anti-FVIII (inhibitors) were detected by Bethesda assay with modification.  To 

improve the sensitivity of the test, the samples were previous treated with heat, 56ºC by 30 

min (de Lima Montalvão, Thromb Res 2015). Considering the high variation of this assay, 

demonstrated by different external quality controls (Kitchen, 2009; Verbruggen, 2009) [12, 

13], we performed three different dilution of FVIII determination for each analyses. Shortly, 

all patients was screening with undiluted sample, and when the result was positive dilution  

from 1:2 until 1:320 with 0.1 M imidazole buffer, pH 7.4 (Instrumentation Laboratory Bedford, 

MA, USA) was performed. Undiluted an diluted samples was incubated volume to volume 

with normal pool plasma buffered (NPPB) with 0.1 M imidazole to pH 7.4, prepared in house 

by the addition of solid imidazole (Sigma, St Louis, MO, USA), for 2 hours at 37°C. FVIII 

coagulant activity (FVIII:C) in each samples was measured based on the one stage by 

activated partial thromboplastin time (aPTT) method, using APTT reagent (Instrumentation 

Laboratory Bedford, MA, USA), FVIII-deficient plasma (Instrumentation Laboratory Bedford, 

MA, USA) as substrate on TOP 550 coagulation analyzer (Instrumentation Laboratory 

Bedford, MA, USA). Calibration curves were prepared using standard reference plasma 

(Instrumentation Laboratory Bedford, MA, USA). The residual FVIII:C in the patients mixture 

from each sample was divided by the remaining FVIII:C in the control mixture (FVIII-deficient 

plasma from Instrumentation Laboratory Bedford, MA, USA and NPPB) expressed as 

percentage of residual activity. The results were calculated by linear regression of a curve 

containing 1 BU.mL-1 as the 50% residual activity and 0 BU as 100% residual FVIII activity. 

For undiluted samples if the residual activity was �  100%, the result was reported as 0 

BU.mL-1. If the undiluted sample had <100% residual factor, additional dilutions were 

evaluated until a residual activity between 25% and 75% was achieved. In this case, at least 

three dilutions were plotted on line curve to check the antibody kinetic. The parallelism 

between the three dilutions was evaluated and the coefficient of variation < 15% was 

accepted. The dilution closer 50% residual activity was selected for the final result. For all 

diluted samples the dilution factor applied was considered for the final result. Positive 

inhibitor was defined as > 0.6 BU.mL-1.  
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Detection of anti-FVIII IgG subclasses by ELISA.  

The anti-FVIII IgG subclasses was performed by ELISA, using two different FVIII products, 

a pdFVIII concentrate, Octavi SD Optimum®, (Octapharma, France), and a full-length 

recombinant FVIII (rFVIII) concentrate, Advate®, (Baxter, Switzerland). In the first day, 

polystyrene microtiter plates (Nunc-Immuno™ PolySorp®, Thermo Scientific™, USA) were 

coated with 5 IU mL-1 of FVIII overnight at 4°C.  I n the second day, the plates were washed 

(phosphate-buffered saline (PBS); pH 7.4 containing Tween 20) and unspecific binding sites 

were blocked by blocking buffers incubation (washing buffer with bovine serum albumin 

(BSA) for 1 hour at room temperature (RT). Afterward, considering the second washing step, 

plasma samples from the ITI patients and from negative controls (healthy individual) and 

from positive controls (patient with high title inhibitor) were incubated for 2 hours at 37°C. 

The third washing was performed and then the antihuman-IgG specific for subclasse IgG4 

(Southern Biothechnology Inc., USA) were applied as an enzyme-conjugated secondary 

antibodies by incubation for 1 hour at 37°C. After the last washing step, the o-

phenylenediamine (OPD) was added and incubated at RT in the dark. The optical density 

(OD) for each sample was assessed by Microplate Reader (Sunrise™ Tecan, Switzerland) 

in 492 nm. The initial dilution sample for evaluation was 1:20 and the samples were 

considered positive when the optical density was higher than the cut-off established for blank 

background signal level. When the samples were positive, it was analyzed at least 7 dilutions 

from 1:20 to 1:640. For the result of each sample, a linear curve was constructed to confirm 

the reactivity of IgG against FVIII. The precision (inter- and intra-assay variability) of the 

method were evaluated and the variability was ± one step of dilution in inter-assays. 

 

Preparation of CD4+ and CD19+ PBMC.  

We isolated PBMC (peripheral blood mononuclear cells) from heparinized blood samples 

collected within one hour. PBMCs were isolated by gradient centrifugation using Ficoll-

Hypaque (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA), centrifuge at 200 g for 20 minutes. Than 

the cells were washed (centrifuge at 100 g for 10 min) with 15 ml of sterile PBS. When 

centrifugation was complete, supernatant was aspirate and the tube was gently flick with a 

finger to break up the pellet. When cells were used fresh, it was resuspended at 1 x 106 

viable lymphocytes per ml in sterile RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, 

USA) with 10% sterile heat-inactivated Fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Inc., St. 

Louis, MO, USA) and 1% sterile antibiotic/antimycotic. When the PBMCs were 

cryopreserved, a final concentration of 10% dimethylsulfoxide (DMSO) in FBS was used. 
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The PBMCs were aliquoted at 1 x 107 lymphocytes/ml. The cryovials were pre-cooled and 

add a freezing container that has been filled with 70% isopropanol according to the 

manufacturer’s instructions. The freezing container was placed at - 80°C before transfer to 

liquid nitrogen container. To thawing PBMCs, cells were thawed quickly but diluted slowly 

with RPMI to remove DMSO. The RPMI warmed in a 37oC on water bath were used before 

beginning thawing procedure. The cryovials were transferred from liquid nitrogen to a 37oC 

water bath. The warmed RPMI was dropwise into the cryovial containing the cell suspension, 

slowly over a 30 second period, and 1 ml of RPMI was added to a cryovial containing 1 ml 

cell suspension. Then, cells were transferred to a polypropylene centrifuge tube containing 

5 ml of warmed RPMI and centrifuge at 200 g for seven minutes. The final diluted working 

concentration was 1 x 106 ml-1 of PBMCs in room temperature RPMI media. 

 

Analysis of FVIII antigen-specific cytokine release.  

PBMCs short-term in vitro culture was performed as based on the protocol proposed by 

Foster B et al. (Foster B, Curr Protoc Immunol. 2007). Briefly, 1 x 106 viable PBMCs were 

incubated for 6 hs at 37°C in a 5% CO2 humidified i ncubator for each stimulation protocol, 

(a) 10 IU ml-1 of recombinant FVIII concentrate, Advate® (Shire, Lexington, MA, USA), (b) 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) at 25 

ng/ml, ionomycin (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) at 1 mg/ml, (c) unstimulated as 

a control. Antigen presentation-cells reactions are barred by the presence of transport 

inhibitors, such as brefeldin A (BFA). Therefore, cells were first incubated with antigen for 

19 hs prior to the addition of these agents. Then, BFA (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, 

USA) was added at a final concentration of 10 mg/ml to the cultures for the last 4 hr of the 

24-hr incubation. By inhibiting cytokine secretion, BFA increases the amount of cytokine at 

the Golgi complex and thus increases the signal-to-noise ratio. The positive control cultures, 

named PMA-stimulated cultures, confirmed cell antigen-responsiveness capacity for all 

blood samples, cytokine patterns observed is demonstrated by high levels of TNF � + cell 

observed within total gated lymphocytes.  The CD4+ and CD19+ PBMC cultured without any 

stimulus served as background controls. After the period of incubation cells were staining 

and flow cytometry were performed to intracellular IL-4, IL-21, IL-33,IL-9, IL-10. Once 

stained, the cells were permeabilized and fixed. A total of 50,000 events were recorded for 

each assay when was possible. The FACSCalibur Flow Cytometer – BD BioSystems was 

used.  
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Flow cytometry analysis of regulatory T and B cells.  

Evaluation of regulatory T cells (Tregs) and regulatory B cells (Bregs) by flow cytometry was 

performed based on BD-Bioscience protocol, with the use of the following monoclonal 

antibodies supplied by BD-Bioscience (Franklin Lakes, New Jersey, USA): Peridinin 

chlorophyll Cy5.5 (PerCP-Cy5.5)-labeled anti-CD4, Brilliant Blue 515 (BB515)-labeled anti-

CD25, Alexa Fluor (Alexa-647)-labeled FOXP3, Peridinin chlorophyll (PerCP)-labeled anti-

CD19, fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-CD24, Allophycocyanin (APC)-labeled 

anti-CD38.   Briefly, in 100 µl of cells was added to 5 µl of fluorochrome-labeled monoclonal 

antibody. Samples were protected from light and incubated at room temperature for 20 min. 

Once stained, for Tregs, cells were permeabilized and fixed. A total of 50,000 events were 

recorded for each assay when was possible. The FACSCalibur Flow Cytometer – BD 

BioSystems was used.The results were expressed as percentages of the CD4 and CD19 

lymphocyte population.  

 

Statistical analysis.Analysis of data was done using Statistical Program for Social Science 

version 17 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Quantitative variables were described in the 

form of median with a range. For comparison of nonparametric quantitative variables 

between the two groups, Mann–Whitney test was applied, whereas Kruskal–Wallis test was 

used for comparison of more than the two groups. Spearman’s rank correlation coefficient 

was used to assess the relation between two quantitative parameters in the same group. A 

P value less than 0.05 was considered significant, and a P value less than 0.001 was 

considered highly significant in all analyses. The graphics were performed at Prism 6.0 

(GraphPad Software). 

 

Results  

 

Demographic and clinical data related to the immune tolerance induction protocol of patients 

enrolled in the study.In this study, 23 patients diagnosed with severe hemophilia A and 

inhibitor were submitted to the protocol of induction of immune tolerance. The patients were 

separated into groups according to the clinical outcome of the ITI protocol. Group I, 9 

patients with complete success for the ITI protocol at 33 months; group II 5 patients with 

partial success for the ITI protocol at 33 months but who were completely successful with a 

median time of 36 months (10-47); group III 5 patients with failure for the ITI protocol at 33 

months; IV group 4 patients with treatment withdrawal or under treatment. Among the 
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patients with complete success, group I, the median age was 16 years (5-51 years) and the 

predominant race was black (7/9). Regarding the genetic component of these patients, 56% 

and 33% of this group had a family history for severe hemophilia A and for the inhibitor, 

respectively. The inversion mutation of Intron 22, which presents high prevalence among 

patients with inhibitor, was found in 56% of these patients. Concerning the history of the 

onset of the first inhibitor, the median age and inhibitor title was 7 for both (age 0.7-35 

titer1,6-9,6) and 9 BU.mL-1 (range, 2 to 47 BU.mL-1). Regarding the characteristics of this 

group for the ITI protocol, the patients with complete success presented a median of 3.4 

BU.mL-1 (range, 0.6 to 7.8 BU.mL-1) for the title of pre-treatment inhibitor, with median age 

for the beginning of ITI of 12 years (1-46 years). The median years in relation to inhibitor 

development time and onset of ITI was 1.7 years (0.1-16 years) and the historical inhibitor 

peak obtained during treatment was 7.8 BU.mL-1 (1.25 -28.40 BU.mL-1). The median months 

for inhibitor challenge in this 6-month group (1-23 months). The protocol used and the 

pharmacokinetic parameters obtained for the final evaluation of the protocol for group I are 

shown in table 2. For patients in group II with partial success response at 33 months of ITI, 

the median age was 13 years (9-21 years). As to the genetic component of these patients, 

20% (1/5) had a family history of hemophilia. The inversion mutation of Intron 22 was found 

in 80% of these patients. Regarding the history of onset of the first inhibitor in this group, the 

median age, inhibitory titer, and historical peak was 4 years (1-18 years), 6.6 BU.mL-1 (1.9-

150 BU.mL-1), and 31 BU.mL-1 (2-150 BU.mL-1), respectively. Regarding the ITI protocol, 

patients with partial success had a median of 5 BU.mL-1 (1.7-15.5 BU.mL-1) for the title of 

pre-treatment inhibitor, with median age for the initiation of ITI of 5 years (4-18 years).The 

median years in relation to inhibitor development time and start of ITI were 0.5 years (0.1-

3.6 years) and the historical inhibitor peak obtained during treatment was 18.31 BU.mL-1 (3 

, 8-392 BU.mL-1). The median months for inhibitor negativity in this group were 36 months 

(10-47 months). The protocol used and the pharmacokinetic parameters obtained for the 

final evaluation of the protocol for group II are shown in table 2. All patients in this group 

achieved complete success for ITI after 33 months of protocol, and thus for the experimental 

analysis of these patients were considered a complete success among the others in group 

I, since the analyzed samples were collected between 1 and 5 years after these patients 

had negative inhibitor with adequate pharmacokinetic results, table 4. Patients in group III 

with ITI protocol failure, the median age was 15 years (4-21 years). Regarding the genetic 

component of these patients, 80% and 67% of this group had a family history for severe 

hemophilia A and for the inhibitor, respectively. The inversion mutation of Intron 22, which 
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presents high prevalence among patients with inhibitor, was found in 100% of the cases 

evaluated among these patients with ITI failure. Regarding the history of onset of the first 

inhibitor in this group, the median age, inhibitor title and historical peak was 3 years (0.9-10 

years), 16 BU.mL-1 (1.99-78 BU.mL-1), and 83 BU.mL-1 (33-273 BU.mL-1), respectively. 

Regarding the ITI protocol, the patients with failure presented a median of 18 BU.mL-1 (11.7-

65 BU.mL-1) for the title of pre-treatment inhibitor, with median age for ITI initiation of 8 years 

( 1-13 years). The median years in relation to inhibitor development time and onset of ITI 

was 1 years (0.1-9 years) and the historical inhibitor peak obtained during treatment was 72 

BU.mL-1 (23-535 BU.mL-1). The ITI protocol used for each patient is shown in table 2. Group 

IV, patients who abandoned or remained in treatment, even after 33 months of ITI, the 

median age was 8 years (1.6-15 years). As for the genetic component of these patients, 

50% of this group present a family history for severe hemophilia A and for the inhibitor, 

respectively. The inversion mutation of Intron 22 was found in 30% of the cases evaluated 

among these patients. Regarding the history of onset of the first inhibitor in this group, the 

median age, inhibitor titre and historical peak was 11 years (1-33 years), 6.7 BU.mL-1 (1.8-

9.6 BU.mL-1) , and 28 BU.mL-1 (9-148 BU.mL-1), respectively. In relation to the ITI protocol, 

these patients presented a median of 8 BU.mL-1 (1.6-15 BU.mL-1) for the title of pre-treatment 

inhibitor, with median age for onset ITI of 20 years (1- 46 years). The median years in relation 

to inhibitor development time and onset of ITI was 8 years (0.1-14 years) and the historical 

inhibitor peak obtained during treatment 90 BU.mL-1 (7-350 BU.mL-1) . The ITI protocol used 

for each patient in this group is shown in table 2. 

 

Quantification of inhibitor of the patients who presented success or failure / abandonment to 

the ITI protocol.  

The Quantification of inhibitor by Bethesda Modified method with chromogenic evaluation 

was performed for all patients inserted in this study. Patients who presented complete 

success (n = 14) to the ITI protocol presented a median of 0.35 BU.mL-1 (0-0.60 BU.mL-1) 

as patients who presented failure or abandonment (n = 9) to the protocol of ITI presented a 

median of 3.05 BU.mL-1 (0.93-60.55 BU.mL-1), with a statistically significant difference (p 

<0.001) according to the figure1. 

 

Cellular frequency of patients who had success or failure / abandonment to the ITI protocol.  

The cell frequency of effector T cells (CD4+) and regulatory T cells (CD4+FOXP3+) were 

evaluated in the two groups of patients successfully (n = 9) and failure (n = 4) in the ITI 
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protocol. The medians between the two groups did not present significant difference when 

effector T cells were evaluated, 37% (23-43%) and 42% (19-52%), respectively (figure 3 a). 

However, when evaluating T-cells with a regulation profile, a significant difference was 

found, patients who failed the ITI protocol had a frequency of these 1.85 times lower than 

patients who were successful at the protocol, 0.75% ( 0.72-0.81%), 1.40% (1.09-4.95%), 

respectively (figure 3 b). This result confirms data from the previous work, which 

demonstrated that the frequency of regulatory T cells is low in patients presenting with 

inhibitory antibodies and remains unchanged during the protocol when it fails to tolerate the 

FVIII protein. Successful patients start at frequency below the expected normal range, but 

recover as the inhibitor level decreases and FVIII protein tolerance begins. The B cell profile 

(CD19 +) was evaluated in the present study through the following panels: (1) IgG4 

immunoglobulin producing B cells (CD19+ CD24+ CD38hi), (2) regulatory B cells (CD19+ 

CD24hi CD38hi), (3) B cells memory (CD19+ CD24+ CD38-), (4) naïve B cells (CD19 + 

CD24int CD38int). The profile of these cells presented different characteristics for each 

group of patients, with success and failure to the ITI protocol, figure 4. Successful patients 

in the ITI protocol had a higher frequency of naïve B cells (CD19+ CD24int CD38int), 

followed by the frequency of (CD19+ CD24+ CD38hi), and less frequently for B cells 

producing IgG4 (CD19+ CD24+ CD38hi) immunoglobulin.The naïve B cells showed 

significant difference for regulatory B cells and IgG4 producing cells, while memory B cells 

presented significant difference for IgG4 producing B cells. Patients who failed the ITI 

protocol also had a higher frequency of naïve B cells (CD19+ CD24int CD38int) when 

compared to the others, however this difference was significant only for the IgG4 producing 

cells (figure 5). When the profile of these B cells was compared between the success and 

failure groups of the ITI protocol, a significant difference was found for the B cell profile 

producing IgG4 and naïve B cells (figure 5). These cells had a higher frequency in the group 

of patients who failed the protocol. This result is in agreement with the detection of a greater 

number of IgG4 subclass immunoglobulins with FVIII protein specific reactivity when 

compared to the other immunoglobulins and the highest correlation with inhibitory function 

antibodies detected by the Modified Bethesda method. The ratio between the frequency of 

IgG4-producing and regulatory B cells was also evaluated for both groups, with success and 

failure of the ITI protocol. The objective was to evaluate if there was any relationship 

between these two cell profiles in the two groups. Although a difference was observed 

between the two groups, this was not significant (figure 6). 
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Evaluation of the production of intracytoplasmic cytokines to FVIII stimulation in patients who 

presented success or failure / abandonment to the ITI protocol. 

The cytokines IL4+, IL21+, IL33+, IL9+, IL10+ were evaluated in the cytoplasm of effector T 

cells (CD4+) and IL10+ B cells after 24 hours of co-culture of peripheral blood mononuclear 

cells (lymphocytes, monocytes and macrophages) PBMC of the recombinant FVIII protein, 

the objective was to evaluate the cellular memory in the production of signaling cytokines 

according to the clinical outcome of the patient. To validate the experiment the co-culture 

was evaluated in three situations: (1) PBMC without stimulus, (2) PBMC non-specific 

stimulus with PMA and ionomycin, (3) PBMC specific stimulus with FVIII protein, for all 

experiments. Then the FVIII-stimulated PBMC was compared between the groups 

successfully and failed to the ITI protocol, Figure 7 and 8. When comparing the cytokines 

across the medians with minimum and maximum range of results, between the two success 

groups and ITI failure, no significant differences in the expression of these proteins were 

found. 

 

Evaluation of the production of intracytoplasmic cytokines by stimulus of FVIII in patients 

who had ITI protocol failure or success, in the presence and absence of regulatory B cells 

(CD19 + CD24hi CD38hi). 

The patients evaluated for the production of cytokines by FVIII stimulation were submitted 

to a new coculture of peripheral blood mononuclear cells (lymphocytes, monocytes and 

dendritic cells) PBMC. In this experiment two types of coculture were used and evaluated in 

parallel under the same experimental condition, (1) Complete PBMC coculture and (2) 

PBMC coculture with the removal of regulatory B cells (CD19+ CD24hi CD38hi). The 

objective of this experiment was to evaluate the production of CD4 + IL4 +, IL21 +, IL33 +, 

IL9 +, IL10 + and CD19 + IL10 + cytokines in the presence and absence of regulatory B 

cells. This evaluation was performed in the group of patients with success and failure to ITI 

protocol. Although the frequency of IL4+ and IL21+ cytokine production was higher in the 

absence of regulatory B cells, and the IL33+ cytokine was less frequent in the absence of 

these cells, there was no significant difference between the cultures in the group of patients 

successfully on the ITI protocol (figure 9). For the IL10+ cytokine, higher production 

frequency was observed in CD4+ effector T cells and CD19+ B cells when B cells were 

absent, especially CD4+ IL10+, but there was also no significant difference (figure 10). For 

patients with ITI protocol failure, there was also no significant difference between the two 

cultures (figure 11). However, opposite results are observed for CD4+ IL33+ cytokines when 
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we evaluated the production of this cytokine in the success group and in the ITI failure group. 

Production and IL33+ were lower in the absence of regulatory B cells in the ITI success 

group, whereas in the group that failed levels of this cytokine was higher in the absence of 

regulatory B cells. In the presence of inhibitory antibodies, it is possible that regulatory B 

cells play a role in inhibiting IL33+ production in CD4+ effector T cells. IL10 + also showed 

a higher frequency for CD4+ effector T cells, but was not significant, whereas for CD19+ 

cells the absence of regulatory B cells showed a significant decrease in IL10 + production, 

which can demonstrate that this cell profile (CD19+ CD24hi CD38hi ), presents regulation 

function through the production of IL1+, highlighting this regulatory action in patients with 

active inhibitor (figure 12). 

 

Discussion 

 

In this study, 23 patients were submitted to the protocol of induction of immunological 

tolerance. Of the 23 patients 4 (17%) abandoned or presented inadequate adherence to the 

protocol. The results obtained according to the clinical outcome for patients who completed 

the protocol were 47% (9/19) patients with complete success, 26% (5/19) patients with 

partial success, 26% (5/19) with protocol failure. Patients with partial success were followed 

up after 33 months of ITI and achieved inhibitory inhibition with a total median time of 42 

months (minimum 31 and maximum of 47 months). These patients were classified as 

complete protocol success after inhibitor negativity, modifying the overall success rate in the 

total number of patients to 74% (14/19). All patients were diagnosed with severe hemophilia 

A, the family history of hemophilia and inhibitor development was more frequent among 

patients who failed to diagnosis at 80% and 67% respectively. The frequency of the inversion 

mutation of intron 22 was also more frequent in the group of patients who failed to respond 

to the inhibitor. Regarding to the predominant race, 70% of the patients were black and the 

median age between the groups was 13 to 24 years. In relation to the factors of good 

prognosis, 5/19 patients had an inhibitor pre ITI > 10 BU.mL-1 of these four presented a 

failure to the protocol. The historical peak was > 200 BU.mL-1 only for one patient, also with 

protocol failure (34). The best time to start ITI is still a matter under discussion as there are 

divergences between the guidelines. Some studies have shown that the success rate was 

higher when ITI was started within one month of inhibitor detection, while others believe that 

the best predictor of good prognosis is to initiate ITI only when the title is <10 BU.mL-1 

independent of age and time of onset of the inhibitor (32)(27). The median age for the onset 
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of ITI was higher when compared to the median age of the partial success group and 

protocol failure.The guidelines demonstrate some agreement on the lack of data in the 

literature to recommend a specific product type for ITI. Most guidelines recommend using 

as a first line for ITI the product used by the patient at the time of inhibitor development 

(25)(30)(27). Among the successful patients, the frequency of plasma-derived product was 

higher than the recombinant product when compared to the group that failed the protocol 

(78% vs 60%). In regards to the time to reach tolerance to FVIII, the group of patients who 

were successful presented a median of 6 months, while for partial success the median was 

42 months. For the first time, in this transverse study, it was possible to evaluate the profile 

of inhibitory and non-inhibitory antibodies in the same group of patients and their relationship 

to cytokine production and the T and B cell profile, according to the clinical outcome of the 

protocol of ITI.The time between the ITI clinical outcome and the analysis of the samples 

presented a median of 3 years, which evidences the non-recurrence of the patients who 

were successful in the protocol. Inhibitory and noninhibitory antibodies were evaluated as 

well as the profile of immunoglobulin classes and subclasses. The patients who had a 

successful clinical outcome to the protocol had negative results for the quantification of 

neutralizing antibodies and no IgG, IgM or IgA immunoglobulins were detected. However, 

all patients who failed the protocol had the presence of high IgG4 titers and absence of the 

other classes of immunoglobulin subclasses. These results are in agreement with our first 

work where we evidenced that high titers of inhibitor is correlated with IgG4 and with the first 

phase of this study that shows that unlike IgG1 the IgG4 is the only immunoglobulin that is 

present in high titre during the protocol of ITI when ITI failure in FVIII tolerance(65). The 

central role of this immunoglobulin has been studied over the years. Although there are 

differences between the sensitivity and specificity of the methods applied in these studies, 

all show that the frequency and level of IgG4 is higher when compared to the other 

immunoglobulins, in addition to high correlation with the levels of inhibitors detected by the 

classic Bethesda method (109)(146)(51). Additionally, Whelan et.al, found that IgG4 was 

found only in patients with inhibitory FVIII, but not in individuals in patients with no inhibitors 

for FVIII, or in patients after successful ITI (51). The same group also showed the importance 

of the apparent affinity of these antibodies to FVIII, confirming that the IgG4 specific for FVIII, 

present exclusively in samples from patients with FVIII inhibitors, expressed higher affinity, 

emphasizing the importance of IgG4 as a neutralizing antibody to the FVIII protein. The 

affinity of the antibodies for a respective antigen is an important feature that reflects the 

maturation stage of the antibody and the immune regulatory pathway involved in this 
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process. IgG1 was also present in the sample of patients with hemophilia and positive 

inhibitor for some studies, however, when this immunoglobulin is in high titers, it is always 

associated with the presence of IgG4, also in high titers (100)(65)(51). Recently, Collins et 

al. have proposed a model of switch IgG class in the secondary germinal center responses 

where the primary B cells of memory reentry for a secondary response to the antigen, where 

additional somatic mutations occur for modification of the IgG subclass for a more specific 

response.This model is based on data indicating that the number of somatic mutations in V 

(D) J of different IgG subclasses corresponds to the position of each gene of the constant 

region within the immunoglobulin heavy-chain locus(110). The number of somatic mutations 

is directly related to the number of cell divisions in germinal centers and correlates with 

maturation of affinity to the B cell receptor. Thus, it is possible that the IgG1 specific for FVIII 

with high affinity  undergoes a process of class switching to IgG4 specific to FVIII specific 

during the development of FVIII inhibitors. A limited number of studies evaluated the profile 

of immunoglobulins in ITI protocols. However, the results show that the anti-FVIII antibodies 

found consisted mainly of the subclass IgG1 and IgG4. The anti-FVIII antibodies of the 

subclass IgG3 and IgG2 were rare and were only observed in a single patient (41)(100)(44). 

Our results confirm these studies, and add a longitudinal evaluation in a prospective five-

year study and in a transverse study study according to the clinical outcome. Based on the 

results of this work we postulate that IgG4 is a probable prognostic biomarker to predict the 

clinical outcome of ITI. CD4+ T helper (Th) cells play crucial roles in adaptive immune 

responses. Their production of cytokine-restricted repertoires in response to specific 

immunological challenges led to the emergence of the classical structure of TH cell subsets 

clearly polarized according to the environment in which they are released. Among the 

various differences of cells classified as helper, the Th1 cells are known as IFN-�  producers 

associated with combating intracellular pathogens, Th2 cells are known as secretors of IL-

4, IL-5, IL-9 and IL-13 and are associated with combating helminthic parasites, the Th17 

cells expressing IL-17 are associated with combating bacterial and fungal infections and 

more recently appears to play an important role in autoimmunity, the follicular helper T cells 

express IL-21 (TFH) and are associated with responses of B-cell antibodies. For this study, 

we selected interleukins related to IgG4 production that have been evidenced by recent 

research, such as IL-4, IL-21, IL-9, IL33, and IL10 and which are associated to responses 

to CD4+ T helper 2 (Th2) (114)(115)(121)(116). Classically, T helper 2 cells (Th2) 

orchestrate protective immune responses, like those that target helminths and facilitate 

tissue repair, but also contribute to chronic inflammatory diseases such as asthma and 
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allergy. In haemophilia the role of each cytokine is still unclear due to the plasticity of the 

behavior of these interleukins according to the environment and due to different clinical 

contexts in which they are studied. In this work, we evaluated the intracytoplasmic 

production of these cytokines in CD4 + and CD19 + cells, in order to evaluate the cellular 

origin in the production and to establish relations with the signaling of plasma cells for the 

production of IgG4. When we compared the patient successful samples and protocol failure, 

in other words, in the presence and absence of IgG4, despite observing differences to the 

stimulus of recombinant FVIII, we did not find significant differences.The rationale for 

establishing a relationship between these interleukins and the signaling for the production 

of IgG4 was through the function to which each of them stands out. IL-4 is classically related 

to the effector action of TH2 cells to signal plasma cells for IgG secretion(147). Some studies 

have demonstrated that IL-4 through the transcription factor GATA3 is able to inhibit the 

action of the transcription factor FOXP3 responsible for the regulation profile of T cells in an 

in vitro evaluation of induction of regulatory cells in the presence of TGF�  (111). Thus, we 

expected to find higher levels of IL-4 for patients who failed the ITI protocol. Researches 

with the evaluation of IL-21 have shown that this cytokine is responsible for promoting the 

activation, differentiation or death of B cells during humoral immune responses.It has also 

been shown that IL-21 is able to inhibit the expression of TGF� -induced FOXP3 and 

changing the Th17 cells Tregs differentiation pathway(148)(112). IL-9 and IL-33 have been 

described as responsible for activating many types of immune cells, including Th2. Due to 

the involvement of these interleukins with allergic and parasitic diseases and recently with a 

regulatory role, studies for the development of anti-IL33 immunotherapies are already in 

progress, as well as evaluations of IL-9 on mast cell activation. In this context, it would be 

possible to involve IL-33 and IL-9 in the production of IgG4, due to the activation pathway of 

this immunoglobulin being to IgE (114)(115). In this study, we could not establish higher 

production of these cytokines in the active presence of IgG4. IL-10 presented a prominent 

role in this study since it presents a regulating role both in its production by CD4+ T cells 

and by CD 19+ B cells. In comparative conditions between the level of production of this 

interleukin by successful and failure to the ITI protocol patients, we did not identify a 

significant difference, however when evaluating the PBMC of these patients with absence 

of regulatory B cells, a significant increase was found. Classically IL-10 is an anti-

inflammatory cytokine with crucial role in the prevention of inflammatory and autoimmune 

pathologies. IL-10 deficient mice develop inflammatory bowel disease after colonization of 

the intestine with specific microorganisms and show other exaggerated inflammatory 
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responses to the microbial challenge. The absence of IL-10 may also be accompanied by 

an immunopathology that is harmful to the host, but does not necessarily affect the 

pathogen. To inhibit inflammatory pathologies, IL-10 works at different stages of an immune 

response and possibly at different anatomical locations. IL-10 was initially described as a T 

helper 2 (Th2) type cytokine 12, but additional evidence suggested that IL-10 production 

was associated with regulatory T cell responses. It is currently known that IL-10 expression 

is not specific for TH2 cells or regulatory T cells, but instead is a more widely expressed 

cytokine. More recently, one study has provided experimental evidence that IL-10 positively 

regulates IgG4 secretion, and this positive regulation does not occur only with B cells, but 

requires, in a two cell system the presence of T cells. The study also showed that IgG4 can 

also be induced in the presence of Th1 cells, as long as IL-10 is added (134)(117)(52). Other 

studies have also shown that in allergic or inflammatory conditions in helminthic infection 

with pathology, the IL-10 has a negative regulatory role and is contrary to Th2 responses 

(144).In this context, the results found in this study show that it is possible that IL-10 in the 

presence of FVIII plays an inflammatory role when produced by CD4+ cells. The evaluation 

of cytokines in hemophilia has been limited and heterogenic in terms of clinical condition of 

each patient group evaluated. In an in vitro experiment with blood samples from healthy 

subjects, plasma FVIII concentrate, inhibitory capacity of IL4-, IL-5 and IL-6 production was 

demonstrated when compared to recombinant and FVIII products. The authors conclude 

that it is possible for recombinant products to be more reactive in antibody production and 

highlight the importance of studying this observation in the clinical context (119). In 

experiments with patient samples the results are controversial, a study that evaluated a 

cohort of 30 patients with hemophilia, where 11 of these presented inhibitor, the authors 

have demonstrated inhibitory patients have higher frequency of IL-4 when compared to 

hemophiliac patients with absence of inhibitor and healthy individuals, confirming the T-cell 

helper 2 response profile(120). On the other hand, another study evaluating 60 patients with 

haemophilia A, where 30 presented negative results and 30 positive results for FVIII 

inhibitor, showed that CD4+ cells produce more IL-4+ in the absence of inhibitor, while CD4+ 

cells produce more IL-10 in the presence of inhibitor. When CD 19+ B cells were evaluated, 

they showed higher production of IL-10 in the absence of inhibitor(121). Subsequent studies 

of the same group, under the same experimental condition intracellular cytokine evaluation, 

confirm these results with higher TNF-� , IFN-� , IL-4 and IL-5 production for non-inhibitor (n 

= 20) patients and greater production of IL10+ for patients with inhibitor (n = 20). In contrast 

to the previous results the group showed higher production of IL-10 by CD19+ B cells in the 
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presence of inhibitors (117). A third study of the group with a different experimental approach 

with systemic evaluation of plasma cytokines in hemophilic patients in the presence / 

absence of inhibitor, showed a lower production of TNF-� , IFN-� , IL-2, IL-4, IL-5 e IL10 (122). 

These data demonstrate the controversies of results when cytokines are evaluated in the 

context of hemophilia in patients who develop or not inhibitor, this controversy may be 

associated with the limited characterization of patients with inhibitor, whether or not using 

FVIII stimulus in the evaluation of cellular response through cytokines. The evaluation of 

cellular response through cytokine production has not yet been discussed in the context of 

ITI in patients with protocol success and failure. It is important to remember that patients ITI 

protocol the success is a patient who presented history of inhibitor in the past, but who 

tolerated the FVIII protein, and we can not compare it to patients with no history of inhibitor. 

We did not observe a significant difference between the groups of patients with success and 

ITI failure, in the evaluation of IL-4, IL21, IL33, IL9 and IL10 produced by T Helper 2 cells or 

IL10 produced by CD19+ B cells. It is important to note that this evaluation was performed 

with a fresh sample of unfrozen cells, which can affect the cellular response and 

interpretation of the results (124). In the first stage of this study, in which 3 patients with ITI 

success and one patient with ITI failure were evaluated, we did not find a differentiated 

profile among the group for cytokines TNF-� , IFN-� , IL-4, IL-5 and IL10 from CD4 +, while 

an exacerbated response of IL21+ to CD4+ was observed for the patient who failed, and 

noteworthy presence of IL10 from B cells in successful patients when compared to patients 

who fail to the protocol. These data were not confirmed in a larger cohort of patients in the 

second stage of the study. The IL-9 and IL-33 cytokines were evaluated for the first time in 

the context of hemophilia for being associated with TH2 cell responses. However, no 

significant differences were observed either. Surprisingly, for CD4+ FOXP3+ regulatory T 

cells, the findings of the first stage of this work were confirmed. Patients who failed the ITI 

protocol demonstrated a lower circulating level of T regulator cells when compared to 

patients who were successful in the protocol. These data confirm the preliminary results 

where, patients with ITI protocol success demonstrated a recovery to normal levels of these 

cells when compared to the CD4+ and FOXP3+ frequencies at the beginning and end of the 

protocol, while the patients who failed persisted with results below the value expected. The 

T regulator cells, characterized by the CD4+ CD25+ Foxp3+ profile were documented as 

having immunoregulatory activity in mice, rats and humans by numerous studies (127). The 

frequency of these cells in healthy individuals is between 5 - 10% of peripheral CD4 + T cells 

. In addition to CD25, other surface markers have also been reported, such as cytotoxic T 
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lymphocyte antigen (CTLA-4), glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor (GITR), 

and low levels of CD45RB. However, such markers are also expressed in conventional T 

cells upon activation. The most specific and unequivocal  marker for distinguishing 

regulatory T cells from other T cell lines is the Foxp3 transcription factor. Recent studies 

have suggested that regulatory T cells may retain the plasticity of the lineage, in other words, 

the ability to change cellular function for different types of effector T cells under specific 

circumstances, such as inflammation (149). Although there is accumulated evidence that 

some regulatory T cells may negatively regulate Foxp3 expression and / or acquire T cell 

helper phenotypes, some studies have shown that regulatory T cells retain epigenetic 

memory and therefore remain compromised with Foxp3 expression and suppressor 

functions, despite phenotypic plasticity (129). Although the role of regulatory T cells have 

been extensively explored in in vitro evaluations and animal experiments, which highlight 

the immunosuppressive role of this type of cells, clinical evaluations show that their 

frequency and function differ depending on the pathology evaluated. Recent studies have 

shown that thymus-derived regulatory T cells specific for the Mycobacterium tuberculosis 

antigen expand early during infection and delay the onset of CD4+ and CD8+ T cells in 

lymph node drainage and block their migration to the infected lungs, resulting in in higher 

bacterial load (130). In such infectious environments where excessive Treg cell activity is 

detrimental to the host, depletion of regulatory T cells can restore protective immune 

responses. For example, the depletion of Treg cells increases bacterial clearance after the 

Mycobacterium tuberculosis infection (131). In other cases, the ability of regulatory T cells 

to limit effector T cell activity may be beneficial to the host, limiting immunopathology in the 

presence of persistent antigen.Patients with chronic HCV infection have a higher number of 

regulatory T cells in blood and liver biopsies than uninfected ones, however the number of 

regulatory T cells are inversely correlated with histological severity (150)(81). In oncology, 

several studies indicate that chronic inflammation can promote cancer by creating an 

environment in which cell death, necrosis, and mutagenesis increase, regulatory T cells may 

play a protective role in these contexts by attenuating cancer induced by inflammation. 

Regulatory T cells can accumulate at tumor sites by various mechanisms. Tumor cells can 

secrete factors such as TGF-� , IL10 and prostaglandin E2, which block the maturation of 

dendritic cells and promote the expansion and conversion of regulatory T cells (133). Due 

to the association of the accumulation of regulatory T cells in tumor sites and poor prognosis 

for many types of cancer, many cancer therapies are aimed at limiting the excessive activity 

of Treg. Depletion of Treg cells by anti-CD25 monoclonal antibodies in rat models resulted 
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in increased tumor specific effector T cell responses and tumor regression (134)(135). In 

patients with autoimmune diseases, usually the frequency of regulatory T cells appears to 

be normal, however they present dysfunction and suppress effector CD4 + cells. However, 

most studies of patients with systemic lupus erythematosus have shown a decrease in the 

number of circulating regulatory T cells that correlated with disease activity (136)(83). As in 

autoimmunity, specifically in SLE, the circulating number of FOXP3+ cells is decreased in 

the persistent presence of the inhibitor. In an experimental model of SLE, it was 

demonstrated that the activation of B cells producing native anti-DNA antibodies in 

autoimmune mice requires the help of CD4 helper T cells and the higher activity compared 

to suppression of CD4+ CD25+ regulatory T (137). These data demonstrate a breakdown 

of tolerance as a result of impaired regulatory T cell function, which contributes to the 

overgrowth of autoantibodies observed in active SLE (136)(83). As in SLE the decreased 

number of the regulatory T cell frequency corresponds to the disease activity, in hemophilia 

this frequency is also reduced the presence of neutralizing antibodies of the FVIII protein. 

Although currently there is an ample evidence that regulatory T cells can regulate the 

responses mediated by T cells, their role in humoral response, ie in antibody production, 

has been less explored. A study demonstrated that a depletion or lack of recruitment of 

regulatory T cells to B cells and APCs has been shown to result in a dysregulated humoral 

response (138). The direct action of regulatory T cells on B cells was evidenced in the same 

study, as the authors further showed that regulatory T cells can suppress LPS-induced B 

cell activation. It has recently been shown in a mouse model that anti-DNA B-cell anergy is 

reversed when the help of T cell is provided in the absence of Tregs (137). With the results 

of these studies it is possible to hypothesize that the loss of regulatory T cells during the 

course of IgG4 production by B cells could contribute to a lack of control over B cells and 

thus to the pathogenesis of inhibitor development. In this regard, Rapetti et al. demonstrated 

that regulatory T cells are unable to limit B cell responses in patients with rheumatoid 

arthritis. The authors' hypothesis was the B cell resistance to suppression, and the 

contribution of regulatory T cells in the regulation failure. The results of this study also 

identify the Fas pathway as a target for suppression mediated by T cell regulator in B cells 

(139).The interaction of regulatory T cells and B cells needs to be better explored in 

hemophilia. Based on that, we selected different B cell profiles to evaluate in this study with 

the intention to verify their behavior in patients with failure and success to the ITI protocol. 

It is well established that B cells play their role through the presentation of antigens, 

production of antibodies and secretion of pro-inflammatory factors. In addition, B cells 
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produce a source of inhibitory cytokines, such as IL-10 and tumor growth factor (TGF)-� . 

Currently, regulatory B cells, a relatively new group among B cell profiles with the ability to 

inhibit the immune response, play an important role in maintaining balance and tolerance in 

immune function. In recent years, numerous studies have attempted to identify the B cell 

profile according to their functions and to establish correlation with the cytokines and 

immunoglobulins produced in healthy individuals and different pathologies. This type of 

evaluation is in line with the functions now known for the CD4+ helper T cell profile that have 

been beneficial in understanding the mechanism of many pathologies. The profile of 

CD19+CD24hi CD38hi cells has been associated with regulatory B cells, while the 

CD19+CD24- CD38hi  profile is associated with peripheral plasma cells producers of IgG4. 

Furthermore, CD19+CD24+ CD38- e CD19+CD24int CD38int  profiles are also associated with 

memory B cells, and mature B cells. These evaluations have been primarily studied in 

autoimmune diseases (108)(151).In hemophilia, it is the first time that these B-cell profiles 

are evaluated, and what became interesting is that the CD19+CD24- CD38hi profile 

associated with peripheral plasma cells producers of IgG4, showed a significant difference 

between the groups with success and failure to the ITI protocol with higher levels of cell 

frequency for patients with ITI failure and with the active presence of IgG4. Patients with ITI 

failure also showed a significant difference for the frequency of CD19+CD24intCD38int 

memory B-cells, with higher levels in the presence of IgG4. It was also obtained a correlation 

between the CD19+CD24- CD38hi IgG4 producing cells and the inhibitors of VIII evaluated 

by functional method, as well as with IgG4 specific for FVIII, by quantitative method. The 

higher frequency of memory B cells in patients with inhibitor and IgG4 positive in patients 

who fail the protocol may be associated with the hypothesis of action of the protocol of 

induction of immunotolerance, which is the death of memory B and T cells. We did not find 

significant differences between the ITI failure and success groups for mature cells, 

CD19+CD24+ CD38- B cells and CD19+CD24hi CD38hi regulatory cells, however, in order to 

evaluate the function of CD19+CD24hi CD38hi regulatory B cells, these were removed from 

each patient's mononuclear cell pool (PBMC) to assess whether the absence of cells could 

lead to increased cytokine expression in CD4+ effector T cells. Both patients with success 

and ITI failure had higher IL10-production CD4 + for the PBMC_Breg (-) samples, ie, in the 

absence of CD19+CD24hi CD38hi cells with significant difference compared to the same 

patients with complete PBMC. The other interleukins did not show modulation of response 

in the presence or absence of CD19+CD24hi CD38hi. It has been previously discussed that 

IL-10 + from effector T cells may play a proinflammatory role and assist in the stimulation of 
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B cells in the production of IgG4 (144). In this context it is possible hypothesize that although 

there was no significant difference between the groups regarding the frequency of regulatory 

B cells, they have shown to have suppressive action on effector T CD4 + cells in the 

production of IL-10. However, we observed that suppressive action of B CD19+CD24hi 

CD38hi B cells under effector T CD4 + IL10 cells, was present in both groups, with presence 

or absence of IgG4. In the group of patients with successful ITI, the difference in the 

production of IL-10 by CD4 + was 6 times higher when compared to the medians of PBMC 

and PBMC_Breg (-), whereas for patients with failure, this difference was smaller only 4 

times. It is possible that the suppressor role of B CD19+CD24hi CD38hi cells  in CD4+ IL-

10+  in patients with ITI success is higher when compared to patients with failure, however 

this information should be evaluated in a larger cohort of patients. The production of IL10+by 

CD19+ cells was also evaluated in the presence and absence of the CD19+CD24hiCD38hi 

cell profile, and it was evidenced that in patients with ITI protocol failure, this production is 

decreased with a significant difference between the groups, which demonstrates that the 

profile IL-10-producing CD19+CD24hiCD38hi.  

  

Conclusion  

 

This study evidenced that IgG4 immunoglobulins specific for FVIII are present in plasma of 

patients who fail the ITI protocol even after 3 years of clinical outcome. This immunoglobulin 

can be used as a bad prognostic factor for better management of the ITI protocol. The 

CD19+CD24-CD38hi cell profile was more frequent in samples of patients who failed the ITI 

protocol when compared to patients successfully on ITI, and in addition, a correlation was 

observed with FVIII neutralizing function inhibitory antibodies and with the subclass of 

immunoglobulin IgG4, evidencing a plasma profile of antibody-producing B cells in 

hemophilia. The CD19+CD24hiCD38hi memory cells also showed a higher frequency with a 

significant difference between patients with failure and success in ITI, which has the 

hypothesis of elimination of memory cells as a mechanism of action to induce tolerance to 

FVIII. The IL-10-producting CD19+CD24hiCD38hi regulatory B cells with a regulation function, 

and presented a larger suppressive function in IL-10-producing CD4+ cells in the samples of 

patients successfully to the ITI protocol. 
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Table 1.  Demographic data of severe hemophilia A patients enrolled in the study.  

 Age 
(years) 

Race Family history of 
hemophilia 

Family history of 
Inhibitor 

 

Mutation F8 
(INV22) 

Titre1° 
inhibitor 
(UB/ml) 

Age   
1° inhibitor 

(years) 

Historical 
peak (UB/ml) 

Group I: ITI Success  
1.R. C. J. S. 16 Black Yes Yes INV22 2.28 12 2.18 
2. D.T.  26 Black de novo de novo INV22 9.5 7 9.5 
3. E.J. S. 51 Black Yes Yes nonsense 8.8 35 2.8 
4. H. A. C. 6 Black de novo de novo INV22 1.66 1 5 
5. I.M.E. 5 Asian de novo de novo INV22 9.1 0.7 47 
6. J. J. S. 46 Black Yes Yes nonsense 6.9 29 46 
7. R. M. S. 9 Black Yes No misense 1.79 5 7 
8. R. V. S. 8 White Yes No INV22 9.19 1 9 
9. S. B.  43 Black de novo de novo nonsense 5 25 14 
Median or % (n) 16 (5-51) - 56% (5/9)  60% (3/5) 56% (5/9) 7 (1.6-9.6) 7 (0.7-35) 9 (2-47) 
Group II: Partial ITI Success  
1.P.B. C. 14 Black Yes No INV22 150 2 150 
2.R. J. de F. 9 White de novo de novo INV22 1.99 4 2 
3.A. R. dos S. 12 Black de novo de novo missense 6.63 7 31 
4.G.P.S. 21 White de novo de novo INV22 2.98 18 7 
5.A. A. P.  13 Black de novo de novo INV22 22 1 54 
Median or % (n) 13 (9-21) - 20% (1/5) 0% (0/1) 80% (4/5) 6.6 (1.9-150) 4(1-18) 31 (2-150) 
Group III: I TI Failure  
1.H.M.S. S. 4 Black Yes No INV22 78.42 0.9 83 
2.J. P. B. S. 21 White de novo de novo INV22 16 4 56 
3.P. H. V. M. 15 White Yes Yes - 12 3 33 
4.S. J. L. 5 Black Yes Yes INV22 1.99 1 204 
5.H. P. F. 16 Black Yes No - 21.7 10 273 
Median or % (n) 15 (4-21) - 80% (4/5) 50%(2/4) 100%(3/3) 16 (1.99-78) 3 (0.9-10) 83 (33-273) 
Group IV: Treatment Abandonment  
1.E. S. K. 36 Black de novo de novo frameshift 5.75 19 148 
2.E. J. dos S. 49 Black Yes Yes nonsense 9.6 33 40 
3.L. R. A. 12 Black Yes Yes INV22 7.97 3 9.2 
4.G. J. G. S. 4 White de novo de novo - 1.83 1 14.97 
Median or % (n) 24 (4-49) - 50% (2/4) 100% (2/2) 33% (1/3) 6.7 (1.8-9.6) 11 (1-33) 28 (9-148) 
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Table 2.  Clinical data of the patients from the protocol of Induction of Immune Tolerance (ITI) 
 Inhibitor pre ITI 

(UB/ml) 
Age 

beginning of ITI (years) 
Years between 1st 

Inhibitor - ITI 
Initial ITI protocol Type of factor used -

pdFVIII  
 ITI Peak 
(UB/ml) 

Group I:  ITI Success  
1.R. C. J. S. 2.2 12 0.1 25 UI/Kg 3x week Recombinant 4.88 
2. D.T.  5.2 23 15.5 25 UI/Kg 3x week Plasma derived 9.77 
3. E.J. S. 5.5 46 10.4 15 UI/Kg alternated days Plasma derived 13.25 
4. H. A. C. 7.8 1 0.1 50 UI/Kg 3x week Plasma derived 7.83 
5. I.M.E. 3.4 2 1.7 20 UI/Kg 3x week Plasma derived 28.4 
6. J. J. S. 0.6 41 12.6 25 UI/Kg 3x week Plasma derived 7.8 

7. R. M. S. 2.0 5 0.2 50 UI/Kg 3x week Recombinant 7.2 
8. R. V. S. 7.3 1 0.1 40 UI/Kg 3x week Plasma derived 16.3 
9. S. B.  1.3 35 10 25 UI/Kg 3x week Plasma derived 1.25 
Median or % (n) 3.4(0.6-7.8) 12(1-46) 1.7(0.1-15.5) - 78% (7/9) 7.8(1.25-28.4) 
Group II: Partial ITI Success  
1.P.B. C. 5.1 5 3.6 50 UI/Kg 3x week Plasma derived 62.8 
2.R. J. de F. 3.9 4 0.1 20 UI/Kg alternated days  Recombinant 3.88 
3.A. R. dos S. 15.50 7 0.5 50 UI/Kg 3x week Plasma derived 18.31 
4.G.P.S. 6.60 18 0.1 50 UI/Kg 3x week  Recombinant 6.59 
5.A. A. P.  1.7 4 3 50 UI/Kg 3x week Plasma derived 392 
Median or % (n) 5(1.7-15.5) 5(4-18) 0.5(0.1-3.6) - 60% (3/5) 18.31(3.8-392) 
Group III: I TI Failure  
1.H.M.S. S. 64.70 1 0.1 50 UI/Kg 3x week  Recombinant 175.00 
2.J. P. B. S. 11.70 13 9 35 UI/Kg alternated days Plasma derived 23.00 
3.P. H. V. M. 32.70 8 5 50 UI/Kg 3x week Plasma derived 33.00 

4.S. J. L. 12.20 2 1 60 UI/Kg diário  Recombinant 535.00 
5.H. P. F. 17.90 11 0.7 50 UI/Kg diário Plasma derived 72.00 
Median or % (n) 18 (11.7-65) 8 (1-13) 1 (0.1-9.0) - 60% (3/5) 72 (23-535) 
Group IV: Treatment Abandonment  
1.E. S. K. 8.7 33 14 50 UI/Kg 3x week  Recombinant 250.00 
2.E. J. dos S. 7.6 46 13 50 UI/Kg 3x week Plasma derived 47.00 
3.L. R. A. 1.6 6 3 50 UI/Kg 3x week  Recombinant 133.00 
4.G. J. G. S. 15 1 0.1 50 UI/Kg 3x week  Recombinant 6.58 
Median or % (n) 8 (1.6-15) 20 (1-46) 8 (0.1-14) - 25% (1/4) 90 (7-350) 
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Table 3. Clinical data of patients regarding the outcome of the Immunologic Tolerance Induction (ITI) 
  

ITI Response 
after 33 months 

Inhibitor / 
tolerance after 

33 months 

PK tolerance 
after 33 
months 
(hours)   

ITI Clinic 
outcome 

after 33 months 

Months to 
achieve tolerance 

to FVIII 

Inhibitor 
after 33 
months 

PK after 33 
months (hours)   

Group I: ITI Success  
1.R. C. J. S. Complete Success 0.42 9 Complete Success 18 Not aplicable 
2. D.T.  Complete Success 0.49 10 Complete Success 2 Not aplicable 
3. E.J. S. Complete Success 0.23 7 Complete Success 23 Not aplicable 
4. H. A. C. Complete Success 0.30 8 Complete Success 1 Not aplicable 
5. I.M.E. Complete Success 0.32 - Complete Success 6  
6. J. J. S. Complete Success 0.29 27 Complete Success 6 Not aplicable 
7. R. M. S. Complete Success 0.60 10 Complete Success 12 Not aplicable 
8. R. V. S. Complete Success 0 8 Complete Success 7 Not aplicable 
9. S. B.  Complete Success 0.29 10 Complete Success 1 Not aplicable 
Median or % (n) - 0.3(0-0.6) 9.5 (7-27) - 6 (1-23) - 
Group II: Partial ITI Success  
1.P.B. C. Partial Success 2.01 7 Complete Success 42 0.22 11 
2.R. J. de F. Partial Success 1.08 9 Complete Success 36 0.04 9 
3.A. R. dos S. Partial Success 0.21 3 Complete Success 36 0.50 7 
4.G.P.S. Partial Success 0.31 6 Complete Success 43 0.30 7 
5.A. A. P.  Partial Success 1.19 6 Complete Success 47 0.06 16 
Median or % (n) - 1(0.2-2) 6(3-9) - 42 (36-47) 0.22(0-0.5) 6(7-16) 
Group III: I TI Failure  
1.H.M.S. S. Failure 60.55 Not aplicable Failure  Not aplicable 

2.J. P. B. S. Failure 3.20 Not aplicable Failure Not aplicable 
3.P. H. V. M. Failure 21.83 Not aplicable Failure Not aplicable 
4.S. J. L. Failure 31.35 Not aplicable Failure Not aplicable 
5.H. P. F. Failure 12.04 Not aplicable Failure Not aplicable 
Median or % (n) - 22(3-60.5) - - Not aplicable 
Group IV: Treatment Abandonment  
1.E. S. K. Abandono*20 meses  5.16 Not aplicable 
2.E. J. dos S. Em tratamento *18 meses 11.93 Not aplicable 
3.L. R. A. Abandono*30 meses 1.99 Not aplicable 
4.G. J. G. S. Em tratamento*20 meses  1.77 Not aplicable 
Median or % (n) - 3.6 (1.7-11.9) - 
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Table 4. Characteristics of the samples analyzed after the ITI clinical outcome  
Type of experiment and samples 

evaluated 
Years Between ITI 

Clinical Outcome and 
Sample Analysis 

Inhibitory  of specific 
IgGs antibodies 

Cellular 
frequency 

Intracytoplasmic cytokine on 
the stimulation of FVIII 

Complete PBMC and in the 
absence of regulatory B cells 

Group I: ITI Success  
1.R. C. J. S. 2 X X - - 
2. D.T.  3 X - - - 
3. E.J. S. 3 X X X X 
4. H. A. C. 3 X - - - 
5. I.M.E. 2 X - - - 
6. J. J. S. 4 X X X X 

7. R. M. S. 3 X - - - 
8. R. V. S. 6 X X X X 
9. S. B.  7 X X - - 
Median or % (n) 3 (2-7) X - - - 
Group II: Partial ITI Success  
1.P.B. C. 5  X X - - 
2.R. J. de F. 1 X X X X 
3.A. R. dos S. 2 X X - - 
4.G.P.S. 2 X - - - 
5.A. A. P.  5 X - - - 
Median or % (n) 2 (1-5) X - - - 
Group III: I TI Failure  
1.H.M.S. S. 0 X X X X 
2.J. P. B. S. 4 X X X X 
3.P. H. V. M. 3 X X X X 

4.S. J. L. 6 X X X X 
5.H. P. F. 1 X - - - 
Median or % (n) 3 (0-6) X    
Group IV: Treatment Abandonment  
1.E. S. K. 1 X - - - 
2.E. J. dos S. Follow-up1.5 X - - - 
3.L. R. A. 2 X - - - 
4.G. J. G. S. Follow-up 1.6 X - - - 
Median or % (n) 1.5 (1-2) X - - - 
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Figure 1.  Functional evaluation of FVIII-inhibitor by modified Bethesda method (BU/ml) 

in samples of patients with Complete Success and partial (n = 14) and Failure / 

abandonment of FVIII ITI protocol (n = 9).  

 

 

 

Figure 2.  IgG4 subclasse specific to FVIII by the in-house ELISA method with 

Recombinant FVIII from the samples of successful patients (n = 14) and Failure to the 

FVIII immunotolerance protocol (n = 9). 
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Figure 3.  Evaluation of CD4+ and regulatory T cells CD4 + FOXP3+ frequency in 
successful patient samples (n = 9) and Failure to FVIII immunotolerance protocol (n = 
4). 
 
 
 

 
Figure 4.  Frequency of B cell profiles, (1) B cells producing immunoglobulin IgG4 

(CD19+ CD24+ CD38hi), B regulatory cells (CD19+ CD24hi CD38hi),(3) memory B cells 

(CD19+ CD24+ CD38-),(4) B Naïve cells (CD19+ CD24int CD38int, ), in successful 

patient samples. (n = 9) and Failure to FVIII immunotolerance protocol (n = 4). 
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Figure. 5  Comparative evaluation of samples from Success and failure ITI for B cells 
profile.  
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Figure 6 . Ratio between regulatory B cells and IgG4 release B cells in Complete Success 
and failure ITI patients.    
 
 
 

Figure 7 . InterleukinsIL4+, IL21+, IL33+, IL9+ production by CD4+ with FVIII stimulus in 
complete Success and Failure patients.   
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Figure 8 . Interleukin IL-10+ production by CD4+ and CD19+ with FVIII stimulus in 
complete Success and Failure patients.   
 
 
 
 

 
Figure 9. InterleukinsIL4+, IL21+, IL33+, IL9+ production by CD4+ with FVIII stimulus in 
complete Success patients, with presence and absence of regulatory B cells.  
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Figure 10. Interleukins IL10+ production by CD4+ and CD19+ with FVIII stimulus in 
complete Success patients, with presence and absence of regulatory B cells.  
 

 
Figure 11. InterleukinsIL4+, IL21+, IL33+, IL9+ production by CD4+ with FVIII stimulus in 
Failure patients, with presence and absence of regulatory B cells. 
 

 
 
Figure 12. Interleukins IL10+ production by CD4+ and CD19+ with FVIII stimulus in failure 
patients, with presence and absence of regulatory B cells.   
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Abstract 

 

Samples from 47 hemophilia A patients (11 during immune tolerance induction 

(ITI) treatment), and 4 acquired FVIII inhibitor patients were assessed. Each 

plasma sample was tested to MBA using coagulometric method as a standard 

and FVIII-IgG4 by ELISA. For patients under ITI, besides standard MBA, 

chromogenic method was also applied. Samples with MBA < 0.6 were considered 

negative for presence of anti-FVIII inhibitor and all samples with optical density 

(O.D) < 0.300 in a 1:20 dilution were considered negative for FVIII-IgG4. For 

analyses, patients were divided into three groups according with inhibitor 

classification: group A: patients negative for inhibitor (MBA < 0.6BU), group B 

with low titer of inhibitor (MBA< 5BU), and group C with high titer of inhibitor (MBA 

> 5BU). The correlation of all samples for MBA and FVIII-IgG4 were 0.70 

(p<0.0001). Group A: 44 samples, from 29 patients with negative MBA had 

median FVIII-IgG4 not detectable (ND) (ND-1:640). In this group, 25% (11 of 44 

samples) had positive results for IgG4 (1:20-1:640). Group B: 94 samples from 

17 patients with MBA between 0.6 to 5 BU (median 1.32 BU; range 0.61- 4.77 

BU) had median FVIII-IgG4 titer of 1:80 (ND-1:2560) 22 of 94 (23%) samples had 

FVIII-IgG4 ND. Group C: 55 samples from 17 patients with MBA > 5 BU (median 

32.58 BU; 5.2-1254 BU) had median FVIII-IgG4 titer of 1:1280 (1:20-

1:81920).The FVIII-IgG4 dilutions from 1:20 to 1:640 showed concordance with 

levels of inhibition lower than 5 BU/ml, while FVIII-IgG4 dilutions from 1:1280 to 

1:10240 showed higher concordance with level of inhibition higher than 5 BU/ml. 

The use of both methods for inhibitor classification is more appropriated to be 

considering when the treatment should be chosen. In order to improve this kind 

of analyses evaluation of both methods shows to be complementary to obtain 

more accurate results.  
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Introduction  

 

Alternative methods for better evaluate the presence of factor (F) VIII inhibitors 

have been assessed during the last years. The modified-Bethesda assay (MBA) 

is the gold standard to assess inhibitory antibodies against FVIII, however, it has 

some limitations, including high coefficient of variation(1, 2). The aim of this study 

was to evaluate the use of FVIII-IgG4 analysis in order to improve the inhibitor 

testing in comparison to MBA. Immunoglobulin profiles have been studied with 

the main objective of discriminating, which of these profiles has a real role in FVIII 

activity inhibition. The clinical importance of non-neutralizing FVIII antibodies can 

be observed in patients under ITI who presented negative results for NBA, but 

presented inadequate pharmacokinetics(3). Regarding IgG subclasses, we 

observed a close correlation between high titer-inhibitors and the presence of 

IgG4 anti-FVIII (4). Similarly, Whelan etal, showed that IgG4 were completely 

absent in patients with no history of inhibitor or who had ITI success (5). Later on, 

the same group demonstrated that IgG4 has higher affinity to FVIII when 

compared with other immunoglobulins(6). Another context regarding the 

presence of antibodies anti-FVIII can be related to the occurrence of allergic 

reaction to products containing FVIII. In this case, presences of IgE anti-FVIII with 

or without IgG4 at the moment of the allergic reaction were previously reported 

(7). In this setting, a lot of evidences have showing a correlation with both, 

inhibitor test and IgG4-FVIII, and observe how this assay could be evaluated 

together in order to improve the inhibitor detection will be a helpful tool.  

 

Methods 

 

Study design and ethics 

We selected for this study 47 patients with severe hemophilia A with inhibitor, 

which 11 were submitted to ITI protocol, and 4 acquired hemophilia. All of them 

were following at the Hemophilia Unit from Hemocentro UNICAMP in Campinas, 

Sao Paolo. The procedures followed were in accordance with the ethical 

standards and with the Helsinki Declaration. 
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Neutralizing antibodies against FVIII 

The samples were collected in 0.109 M citrated tubes and the plasma was 

separated by 2500 g for 10 min and storage a -80ºC until the assay was 

performed. Neutralizing antibodies anti-FVIII (inhibitors) were detected by 

Bethesda assay with modification.  To improve the sensitivity of the test, the 

samples were previous treated with heat, 56ºC by 30 min(8). Considering the 

high variation of this assay, demonstrated by different external quality controls(9), 

we performed three different dilution of FVIII determination for each analyses. 

Shortly, all patients was screening with undiluted sample, and when the result 

was positive dilution  from 1:2 until 1:320 with 0.1 M imidazole buffer, pH 7.4 

(Instrumentation Laboratory Bedford, Massachusetts USA) was performed. 

Undiluted an diluted samples was incubated volume to volume with normal pool 

plasma buffered (NPPB) with 0.1 M imidazole to pH 7.4, prepared in house by 

the addition of solid imidazole (Sigma, St Louis, MO, USA), for 2 hours at 37°C. 

FVIII coagulant activity (FVIII:C) in each samples was measured based on the 

one stage by activated partial thromboplastin time (aPTT) method, using APTT 

reagent (Instrumentation Laboratory Bedford, Massachusetts USA), FVIII-

deficient plasma (Instrumentation Laboratory Bedford, Massachusetts USA) as 

substrate on TOP 550 coagulation analyzer (Instrumentation Laboratory Bedford, 

Massachusetts USA). Calibration curves were prepared using standard reference 

plasma (Instrumentation Laboratory Bedford, Massachusetts USA). The residual 

FVIII:C in the patients mixture from each sample was divided by the remaining 

FVIII:C in the control mixture (FVIII-deficient plasma from Instrumentation 

Laboratory Bedford, Massachusetts USA and NPPB) expressed as percentage 

of residual activity. The results were calculated by linear regression of a curve 

containing 1 Bethesda unit (BU) as the 50% residual activity and 0 BU as 100% 

residual FVIII activity. For undiluted samples if the residual activity was �  100%, 

the result was reported as 0 BU. If the undiluted sample had <100% residual 

factor, additional dilutions were evaluated until a residual activity between 25% 

and 75% was achieved. In this case, at least three dilutions were plotted on line 

curve to check the antibody kinetic. The parallelism between the three dilutions 

was evaluated and the coefficient of variation < 15% was accepted. The dilution 

closer 50 % residual activity was selected for the final result. For all diluted 
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samples the dilution factor applied was considered for the final result. Positive 

inhibitor was defined as > 0.6 BU.  

 

Detection of anti-FVIII IgG subclasses by ELISA 

The anti-FVIII IgG subclasses was performed by ELISA, using two different FVIII 

products, a pdFVIII concentrate, Octavi SD Optimum®, (Octapharma, France), 

and a full-length recombinant FVIII (rFVIII) concentrate, Advate®, (Baxter, 

Switzerland). In the first day, polystyrene microtiter plates (Nunc-Immuno™ 

PolySorp®, Thermo Scientific™, USA) were coated with 5 IU mL-1 of FVIII 

overnight at 4°C.  In the second day, the plates we re washed (phosphate-buffered 

saline (PBS); pH 7.4 containing Tween 20) and unspecific binding sites were 

blocked by blocking buffers incubation (washing buffer with bovine serum albumin 

(BSA) for 1 hour at room temperature (RT). Afterward, considering the second 

washing step, plasma samples from the ITI patients and from negative controls 

(healthy individual) and from positive controls (patient with high title inhibitor) 

were incubated for 2 hours at 37°C. The third washi ng was performed and then 

the antihuman-IgG specific for subclasses IgG1 and IgG4 (Southern 

Biothechnology Inc., USA) were applied as an enzyme-conjugated secondary 

antibodies by incubation for 1 hour at 37°C. After the last washing step, the o-

phenylenediamine (OPD) was added and incubated at RT in the dark. The optical 

density (OD) for each sample was assessed by Microplate Reader (Sunrise™ 

Tecan, Switzerland) in 492 nm. The initial dilution sample for evaluation was 1:20 

and the samples were considered positive when the optical density was higher 

than the cut-off established for blank background signal level. When the samples 

were positive, it was analyzed at least 7 dilutions from 1:20 to 1:640. For the result 

of each sample, a linear curve was constructed to confirm the reactivity of IgG 

against FVIII. The precision (inter- and intra-assay variability) of the method were 

evaluated and the variability was ± one step of dilution in inter-assays. 

 

Statistical analyses: The nonparametric coefficient of correlation according to 

Spearman was calculated for FVIII-IgG4 and FVIII inhibitors  using Prism 5.0 

(GraphPad Software). 
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Results 

Samples from 47 hemophilia A patients (11 during immune tolerance 

induction (ITI) treatment), and 4 acquired FVIII inhibitor patients were assessed. 

Each plasma sample was tested to MBA using coagulometric method as a 

standard and FVIII-IgG4 by ELISA. For patients under ITI, besides standard MBA, 

chromogenic method was also applied.  

Samples with MBA < 0.6 were considered negative for presence of anti-

FVIII inhibitor and all samples with optical density (O.D) < 0.300 in a 1:20 dilution 

were considered negative for FVIII-IgG4. For analyses, 269 plasma samples 

were divided into three groups according with inhibitor classification: group A: 

patients negative for inhibitor (MBA < 0.6BU), group B with low titer of inhibitor 

(MBA< 5BU), and group C with high titer of inhibitor (MBA > 5BU). The correlation 

of all samples for MBA and FVIII-IgG4 were 0.70 (p<0.0001). Group A: 44 

samples, from 29 patients with negative MBA had median FVIII-IgG4 not 

detectable (ND) (ND-1:640) (Figure 1). In this group, 25% (11 of 44 samples) had 

positive results for IgG4 (1:20-1:640). Among 11 samples, two were from the 

same patient after 5 years of ITI success. Other 4 samples were from 2 distinct 

patients with partial ITI success, and had FVIII-IgG4 results between 1:40-1:80. 

Five samples were from two patients that showed FVIII-IgG4 titers between 

1:320-1:640. One patient, four months later, also had positive MBA results (13.6 

BU). The other patient showed conflicting MBA results according to the method 

used, with 6.3 BU using coagulometric and negative with chromogenic assay. 

Group B: 94 samples from 17 patients with MBA between 0.6 to 5 BU (median 

1.32 BU; range 0.61- 4.77 BU) had median FVIII-IgG4 titer of 1:80 (ND-1:2560) 

(Figure 2). 22 of 94 (23%) samples had FVIII-IgG4 ND. 15 of 22 (68%) samples 

were from patients who had partial ITI success. Seven of 22 (32%) samples 

showed negative results when MBA was measured using chromogenic method. 

Group C: 55 samples from 17 patients with MBA > 5 BU (median 32.58 BU; 5.2-

1254 BU) had median FVIII-IgG4 titer of 1:1280 (1:20-1:81920) (Figure 3). The 

Figure 4 shows the comparison between MBA results and FVIII-IgG4 titers 

detected. The MBA analysis of 76 samples from 11 patients under ITI was 

performed using both coagulometric and chromogenic methods. Samples from 

six patients had concordance in all three assays. However, for three patients, 

coagulometric MBA had higher titer than expected based on both chromogenic 



212 
 

 

MBA and FVIII-IgG4 negative. The FVIII-IgG4 dilutions from 1:20 to 1:640 

showed concordance with levels of inhibition lower than 5 BU/ml, while FVIII-IgG4 

dilutions from 1:1280 to 1:10240 showed higher concordance with level of 

inhibition higher than 5 BU/ml, figure 5. The use of both methods for inhibitor 

classification is more appropriated to be considering when the treatment should 

be chosen. In order to improve this kind of analyses evaluation of both methods 

shows to be complementary to obtain more accurate results. In this way the table 

1 shows a suggesting to use the assays as complementary tests.      

 

 
Discussion  

The classification of inhibitor in high and low titer and patients in low or 

high responder is important for clinical management. Patients who present titer 

below 5 BU/ml in your history of inhibitor are classified as low responder patients, 

while patients who present titers higher than 5 BU/ml in their history of inhibitor 

are classified as high responder patient (10). In this context, the patient 

classification and the level of inhibitors detected allows the physicians to choose 

the kind of patient treatment, such as concentrate of FVIII or bypass products. 

Other important contribution of the inhibitor determination is find patients who has 

negative results for inhibitor and will be considered to protocols such as 

prophylaxis or clinical research (evaluation of product safety), sometimes low 

titers may give a doubt about the inhibitor presence(11). Another important issue, 

are patients who were submitted to immune tolerance induction and need be 

evaluated regarding the presence of inhibitor immunoglobulins and inhibitors to 

get success or not on it (12). In the last years, studies show a higher incidence of 

inhibitors link to low titer inhibitors (13). All of these important situations are based 

on based on the MBA assay which in our days is considered the gold standard 

method (14). However, the MBA present a high coefficient of variation evidenced 

for many external quality control programs, with a high degree of false-negative 

and false-positive results resulting in undesired effects on treatment. In a study 

designed by Steve Kitchen, this variation were very clear when the same plasma 

sample from hemophilia A patient with inhibitor close to 5 BU/ml shows results  

from 0 to 64 BU/ml between 1200 reference laboratories(15). Another aspect of 

the test was evidenced by Meijer, in a workshop hold in Holland with Fifteen 
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laboratories. The workshop had four steps considering usual variations of the 

methodology, the coefficient of variations between laboratories were from 30% to 

70% in the first session when the participants used their own test settings and 

reagents. The use of buffered pooled plasma in combination with standardized 

sample dilution procedures by all participants showed a significant improvement, 

10-20 CV% (16). For all of these technical aspects the MBA method needs to 

have improvement, with a new or additional method with higher specificity. Miller 

has showed that MBA could have an improvement on specificity, depend on the 

method is used to evaluated the FVIII activity. In a group of patients who had 

positive results from 0.5 to 1.9 BU/ml for one-stage method, 43/80 (53%) were 

negative when the chromogenic method was applied . Among these samples 

58.1% were also negative when the immunoglobulin IgG classes were 

investigated (17).  Our group and others has demonstrated IgG4 as a pivotal role 

in neutralizing the FVIII activity(4). This study suggests that FVIII-IgG4 was able 

to improve the specificity of inhibitor detection in comparison to MBA assay. The 

group A, specimens negative to MBA, shows more sensitivity of FVIII-IgG4 

method when compared with MBA assay, 25% of samples was positive only for 

FVIII-IgG4. Among this patients, one four months later, the MBA assay became 

positive, with high inhibitor levels. In the other hands, in the group B were the 

imprecision has more damage according to physician decision, the FVIII-IgG4 

showed more specificity, which 23% of samples had FVIII-IgG4 negative. Among 

these patients, the majorities were samples from patients who were considered 

with partial ITI success, in the occasion of analyses, and 32% of samples showed 

also a negative results when MBA was measured in parallel using chromogenic 

method. The group c, patients with high levels of inhibitors has a good correlation 

with FVIII-IgG4, confirming what our group already demonstrated in the past(4). 

In this study, we observed a better discrimination of FVIII-IgG4 dilutions when 

compared with inhibitor classification, low and high levels. Specimens which were 

FVIII-IgG4 above 1:1280 presented higher percentage of MBA assay with results 

> 5BU/ml.  
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Conclusions  

Is possible that the use of both assays, one that detected the antibodies levels 

and another that detected the action of this antibodies, maybe are helpful if is 

used as complementary. On this study, three improvement of FVIII inhibition 

detection could be demonstrated: (1) IgG4 detected previously the MBA assay 

may indicated a false negative result for MBA or an emerging of inhibition function 

of antibodies, (2) The FVIII-IgG4 improve the specificity of MBA assay, (3)  The 

FVIII-IgG4 and MBA with FVIII activity measure with chromogenic method show 

higher specificity. 
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Figure 1. FVIII-IgG4 titer from 44 samples with MBA  negative (Group A).  FVIII-IgG4 median 

was not detectable (ND) (ND-1:640).  
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Figure 2 . FVIII-IgG4 titer from 94 samples with MBA between 0 .6 to 5BU (Group B).  Median 

of FVIII-IgG4 titer was 1:80 (ND-1:2560).  
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Figure 3 . FVIII-IgG4 titer from 55 samples with MBA �  5 BU (Group C).  Median of FVIII-IgG4 

titer was 1:1280 (1:20-1:81920).  
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Figure 4.  A total of 269 specimens from 51 patients were evaluated to MBA assay and FVIII-IgG4 

titer. The graph shows a segregation from dilutions above 1:1280 related the Bethesda unit 

detected.  
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Figure 5 . Percentage of specimens with Bethesda assay results > 5 BU/ml compared with FVIII-
IgG4 dilutions. The percentage of specimens with results above 5 BU/ml were higher for dilutions 
above 1:1280, while for all of dilutions the percentages were lower than 50%.  
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Table1.  Inhibitor classification according with two assays with both, IgG4 level and function 
antibodies detection.  

 FVIII-IgG4 Bethesda Units  
 

(BU.mL -1) 

Concordance 
of FVIII-IgG4 

and MBA 
(n=259) 

 

Inhibitor 
classification 

 >1:20 < 0.6 - High risk for 
inhibitor 

<1:1280  < 5.0 77% Low responder 
<1:1280 > 5.0 23% Probable low 

responder 
>1:1280 > 5.0  88% High responder 
>1:1280 < 5.0 12% Probable high 

responder 
*For 259 specimens, the concordances between FVIII-IgG4 and MBA were: <1:1280 and <5 
BU/ml 77%; <1:1280 and >5 BU/ml 23%; >1:1280 and >5 BU/ml 88%; > 1:1280 and < 5 
BU/ml12%.  


