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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 Inducdo de Tolerancia Imunoldgica (ITI) é o tratamento de escolha para erradicacao de
inibidores de fator (F) VIl em pacientes com hemofilia A. No entanto, 30% destes pacientes
ndo atingem tolerancia 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 identificacdo de
marcadores bioldgicos de bom/mau progndsticos auxiliam na prética clinica e na
compreensdo do mecanismo do inibidor. O objetivo deste estudo foi caracterizar o mecanismo
de tolerancia imunologica 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 ndmero maior de pacientes para confirmar os resultados obtidos na
primeira fase. Foram avaliados anticorpos inibitérios e subclasses de imunoglobulinas (1g)
anti-FVIIl. Citocinas intracitoplasmaticas em células CD4* e CD19* apdés estimulo com FVIII
recombinante. A frequéncia de células T de funcéo efetora/reguladoras e a caraterizacdo de
diferentes perfis de células, imaturas, memdria, secretoras de IgG4 e reguladoras. Os
resultados destas avaliagdes foram correlacionados com o desfecho clinico da ITI. Na primeira
fase deste estudo, quatro pacientes foram acompanhados durante cinco anos de ITI, trés
obtiveram sucesso e um evoluiu com falha. Durante este periodo apenas a IgG4-FViIll
apresentou modulacdo para a presenca de inibidor de FVIII e foi persistente para o paciente
que falhou. A producdo de CD4" IL-21 e CD19* IL-10 apresentou modulacédo diferenciada
entre os pacientes com falha e sucesso. A frequéncia de célula CD4*Foxp3* foi quase
indetectavel para os quatro pacientes no inicio da ITl, com recuperacao para valores normais
quando os pacientes atingiram sucesso. Na segunda fase do estudo, 23 pacientes foram
avaliados de acordo com desfecho clinico. A IgG4-FVIII persistiu com diferenca significativa
entre 0s grupos e com alta correlacdo com inibidor ao FVIII. A frequéncia de células T
CD4*Foxp3* também apresentou diferenca significativa com resultados mais baixos para 0s
pacientes com falha, o que confirma os achados iniciais. Para o perfil de células B CD19*
houveram diferencas significativas para as secretoras de 1gG4, CD19* CD24- CD38", que foi
mais frequente para os pacientes com falha. As células B reguladoras CD19* CD24" CD38"
demostraram exercer funcdo de supresséao de células T efetoras CD4* produtoras de IL-10.
Foi observado como mau progndstico para a ITl, a presenca de IgG4-FVIII, os altos niveis de
células B CD19* CD24  CD38" e baixa frequéncia de células T reguladora. Enquanto as
células B reguladoras CD19* CD24" CD38" desempenharam um papel de supressdo em
células CD4" IL-10", as quais parecem estar associadas a produc¢do de 1gG4 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 identificacao de fatores prognésticos
gue facilitam a prética clinica em beneficio ao paciente.

Palavras-chave: hemofilia A, fator VI, inibidores, inducdo de imunotolerancia (ITl)



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 1gG-
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, naive, 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-FVIlI 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. 1gG4-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  CD38", which was more frequent for patients with failure. The regulatory
B cells CD19* CD24" CD38" were shown a suppressive function in CD4"* effector T cells which
produce IL-10. The presence of IgG4-FVIll, the high levels of CD19* CD24 CD38" B cells and
low frequency of regulatory T cells, present poor prognostic for ITI. While CD19* CD24" CD38"
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 induccién de tolerancia inmunitaria (ITl) es el tratamiento de eleccion para la erradicacion
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 proteina FVIIl. Ademas, el costo del protocolo en
pacientes que no lograron ITI puede ser hasta 3 veces mayor en comparacion con ITl con
éxito. La identificacibn de marcadores biol6gicos de prondstico bueno / malo ayuda en la
practica clinica y en la comprensién del mecanismo del inhibidor. El objetivo de este estudio
fue caracterizar el mecanismo de tolerancia inmunolégica al FVIII en pacientes sometidos a
ITI. El trabajo se desarrolld en dos fases, la primera un estudio prospectivo de cohorte
longitudinal y la segunda un estudio de cohorte transversal con un mayor nimero 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 intracitoplasmicas en
células CD4* y CD19* después de la estimulacion con FVIII recombinante. La frecuencia de
células T efectoras y reguladoras y la caracterizacion de diferentes perfiles de células B,
ingenuas, de memoria, de secrecion de IgG4 y regulatorias. Los resultados de estas
evaluaciones se correlacionaron con el resultado clinico de la ITI. En la primera fase de este
estudio, 4 pacientes fueron seguidos durante cinco afios de ITI, 3 con éxito y 1 con fracaso.
Durante este tiempo, solo 1gG4-FVIII mostr6 modulacion para el inhibidor de FVIII, y fue
persistente para el paciente que fracasoé. La produccion de CD4* IL-21y CD19* IL-10 present6
modulacion 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
recuperacion a niveles normales cuando los pacientes alcanzaron el éxito. En la segunda fase
del estudio, 23 pacientes fueron evaluados segun el resultado clinico. IgG4-FVIII persistio con
una diferencia significativa entre los grupos y con una alta correlacion con el inhibidor de FVIII.
La frecuencia de células CD4* Foxp3® T también mostré una diferencia significativa con
resultados mas 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 CD38", que fue mas frecuente en los pacientes con fracaso. Las células
B reguladoras CD19* CD24" CD38" mostraron una funcion supresora en las células T
efectoras CD4* que producen IL-10. La presencia de IgG4-FVIII, los altos niveles de células
B CD19* CD24 CD38" vy la baja frecuencia de células T reguladoras, presentan un mal
prondstico para la ITl. Mientras que las células B reguladoras CD19* CD24" CD38"
desempefiaron un papel supresor en las células CD4* IL-10*, se ha demostrado que la
interleucina esté asociada con la produccién de IgG4 en las células B. Estos resultados juntos
reflejan un papel central de IgG4 y abren nuevos caminos para la comprension del mecanismo
del inhibidor, asi como en la identificacion de factores prondsticos que facilitan la préctica
clinica para beneficiar al paciente.

Palabras clave: hemocdfilia A, factor VIII, inhibidores, induccion de tolerancia inmunolégica (ITI)
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1. INTRODUCAO

1.1. Hemofilia A e o desenvolvimento de inibidores de FVIII

“Before you today stands a 60- year- old man with haemophilia. | have a wife and
a cat, | enjoy life and | continue to work. Nevertheless, | 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 | can only wish that ITI therapy had been available 20 years earlier”

-Terkel Andersen, severe hemophilia.

A hemofilia A € um dos distarbios hemorragicos hereditarios mais comuns e afeta
1 em 5.000 a 10.000 meninos nascidos vivos em todo o mundo. Esta doenca é ligada
ao cromossomo X e é causada por uma deficiéncia do fator (F) VIII da coagulacéo.
Portanto, a hemofilia € uma doenca com heranca ligada ao sexo e afeta quase que
exclusivamente individuos do sexo masculino, enquanto que as mulheres portadoras
sdo habitualmente assintomaticas. A apresentacao clinica 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 Ul/dl) do normal séo
classificados como graves apresentando sangramentos espontaneos, pacientes com
atividade coagulante do FVIII entre 1% a 5% (1 Ul/dl a 5 Ul/dl) sdo classificados como
moderados e também podem apresentar sangramentos espontaneos, porém com
menor frequéncia que os graves. Pacientes com atividade coagulante do FVIII maior
que 5% e menor que 40% (5 Ul/dl a 40 Ul/dl) sdo classificados como leves e
normalmente apresentam sangramento somente ap0s traumas e/ou procedimentos
invasivos ou cirargicos (1).

O tratamento da hemofilia A é baseado na reposicdo da proteina deficiente, ou
seja, infusbes intravenosas de produtos contendo FVIII para prevenir ou tratar os
eventos hemorragicos. A doenga tem uma longa historia, na qual as opcbes de
tratamento melhoraram consideravelmente, evoluindo de transfusdo de sangue total
para crioprecipitado, seguido de concentrados de fator VIl derivados de plasma humano
(pdFVIIIN), concentrados de FVIII recombinantes (rFVIII), e mais recentemente produtos
com uma meia vida prolongada(2) e mesmo anticorpos monoclonais capazes de
compensar a deficiéncia da atividade do FVIII em gerar trombina (3). Durante essa
evolucdo, muitos problemas e desafios tiveram de ser superados, dos quais a prevencao

da transmisséao viral, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o virus da
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hepatite C (HCV), por produtos derivados do plasma € um dos exemplos mais notaveis
4.

Atualmente, a complicacdo remanescente e desafiadora no tratamento da
hemofilia € a formagdo de anticorpos neutralizantes contra o FVIII, os chamados
“inibidores”. O desenvolvimento de inibidor ocorre em aproximadamente 30% de todos
0s pacientes com hemofilia A grave e 5% de todos os pacientes com hemofilia A
moderada ou leve (5). No Brasil, o diagndstico de inibidor em pacientes com hemdfilia
€ ainda um desafio, o que gera informac@es frageis quanto a prevaléncia de inibidores
em pacientes com hemofilia A no pais. De acordo com o ultimo registro do ministério da
saude 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 imprecisdo e nao ser mais utilizado pelos laboratérios
considerados de referéncia na qualidade dos dados gerados, o teste também apresenta
apenas dados categOrigos 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 séo aloanticorpos, em sua maioria imunoglobulinas(lg) da classe
IgG, que neutralizam a atividade coagulante do FVIII. A presenca dos inibidores dificulta
a inducdo da hemostasia através da reposi¢cdo do concentrado de FVIII, levando a
hemorragias de dificil controle. O inibidor também leva a um aumento significativo da
morbidade e um impacto negativo na qualidade de vida destes individuos (7).

A quantificacéo do inibidor é realizada pela titulacdo deste anticorpo através da
avaliacao do efeito do anticorpo em uma fonte estavel da proteina do FVIIIl. Portanto, é
uma avaliacdo indireta que avalia a quantidade de FVIII residual ap6s a acdo do
anticorpo neutralizante. A primeira metodologia com nivel de padronizacao apropriado
foi definida na cidade de Bethesda, nos Estados Unidos. Assim por definicdo, uma
unidade Bethesda corresponde a quantidade de anticorpo capaz de neutralizar 50% da
proteina de FVIII por mililitro (8).

Os inibidores séo classificados em alto ou baixo respondedor de acordo com o
titulo e histoérico de inibidor, esta classificacao é importante para o tipo de tratamento ao
qual o paciente serd submetido (1). Os pacientes que apresentam historico de inibidor
com valores sempre abaixo de 5 Unidades Bethesda por mililitro (UB/ml), sdo
classificados como baixos respondedores, ja os pacientes que mantém titulos de inibidor
sempre acima de 5 UB/ml, ou que embora possam apresentar eventualmente titulo
inferior a 5 UB/ml, mas ao serem expostos ao FVIII, apresentam resposta anamnésica,

com elevacéo do titulo acima de 5 UB/ml, séo considerados altos respondedores (1).
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A presenca de inibidor é uma complicacdo grave, pois as alternativas de
tratamento nessa situacdo, além de ndo serem capazes de garantir hemostasia
eficiente, sdo de alto custo. Pacientes que desenvolvem inibidores apresentam custo
trés vezes mais elevado quando comparado a um paciente sem historico de inibidor (9).

No Brasil, o tratamento de primeira linha para episédios de sangramento leve a
moderado em pacientes com hemofilia e inibidores sdo, concentrado de complexo
protrombinico ativado (CCPa) e concentrado de fator VII ativado recombinante (rFVlla).
Ozelo e cols. em 2007, demostraram que o0 custo médio para o tratamento de
sangramentos em pacientes com inibidores no pais, (da iniciagcdo ao controle completo
do sangramento) em média é de US$ 13,500 (CPPa) e US$ 7,590 (rFVlla) por paciente
(10).

1.2. Protocolo de Inducéo de Tolerancia Imunolégica ao FVIII

Atualmente, o protocolo de inducao de tolerancia imune (ITI) € a Unica alternativa
para se eliminar os anticorpos inibitorios. Este protocolo consiste na exposi¢do continua
do paciente ao FVIII, na tentativa de criar uma tolerancia do paciente a proteina. Ha
muitos protocolos disponiveis para ITI e a taxa de sucesso entre estes protocolos esta
em torno de 70% no caso da hemofilia A (11)(12). A observacdo que a adminsitracédo
de altas doses de concentrado de FVIII poderia levar a erradicacdo de inibidores foi
observada pela primeira vez entre 1974 e 1975 no Centro de Hemofilia da Universidade
de Bonn, Bonn, Alemanha. Uma crianga de um ano e meio com sangramentos
recorrentes apresentou sangramento no braco, ombro e térax direito e o seu titulo de
inibidor foi > 500 UB/ml. Esta criancga foi tratada com uma combinacéo de FVIII 100 Ul/kg
de peso corporal duas vezes por dia e CCPa 50 Ul/kg duas vezes por dia. Apds trés
semanas de tratamento continuo, 0 sangramento cessou e seu titulo de inibidor diminuiu
para 40 UB/ml. Com o0 sucesso deste tratamento, outros pacientes foram tratados da
mesma maneira (13).

Nos ultimos 40 anos, o protocolo de ITI salvou muitas vidas e milhares de
articulacGes. ApoOs o tratamento bem-sucedido de varios 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 introducdo do
protocolo de Bonn, algumas variactes foram propostas (13). A proposta de protocolo da
Universidade da Carolina do Norte, nos Estado Unidos foi usar CCPa apenas se
necessario devido as consideragdes financeiras. O protocolo foi utilizado pela primeira
vez em um paciente de 41 anos com artropatia hemofilica grave com inibidor de alto

titulo que foi tratado com concentrado de FVIII 100 Ul/kg duas vezes ao dia. Apenas
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uma dose de 75 Ul/kg de CCPa foi necessaria em 11 semanas de tratamento para
controlar um sangramento no cotovelo direito. Embora o inibidor n&o tenha
desaparecido completamente, o paciente alcangou niveis terapéuticos 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 Ul/kg trés
vezes por semana) como uma alternativa de reducdo de custos do tratamento(15).
Véarios grupos de estudo relataram que a taxa de sucesso foi aproximadamente
equivalente aqueles obtidos com o protocolo padréo de alta dose de FVIII. O protocolo
de Malmo propés a adicdo de imunossupressores aos concentrados de FVIII. Pacientes
com concentracdo de anticorpos inferior a 3 unidades de Malmd (aproximadamente 10
UB/mL) séo tratados com um protocolo que combina concentrado de FVIII,
ciclofosfamida e imunoglobulina intravenosa em altas doses. No primeiro uso relatado
do protocolo de Malmd, nove dos 11 pacientes (82%) alcancaram a erradicacdo do
inibidor(16). Por dltimo o protocolo de Frankfurt propés o uso de concentrado de FVIII
derivado de plasma (pdFVIIl) com pureza intermediaria, ou seja, contendo fator de von
Willebrand (FVW). Em 1993, 18 dos 21 pacientes (91%) atingiram a erradicacdo bem-
sucedida do inibidor com um regime de ITI usando pdFVIII de pureza intermediaria(17).
ApoOs a substituicdo por rEVIII a taxa de sucesso diminuiu para 38% (6/16 pacientes).
Nesta mesma avaliacdo 8/10 pacientes que falharam na terapia inicial de ITI com
concentrado rFVIII alcangaram toler&ncia quando mudaram para um produto pdFVIII de
pureza intermediaria(17). Contudo, outros estudos sugerem que os concentrados de
FVIII de pureza intermediaria e recombinantes nao diferem em relacéo a sua capacidade
de induzir tolerancia imunoldgica. 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 intermediaria 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
tolerdncia imunoldgica é o assunto de um estudo aberto prospectivo, randomizado,
controlado e em pacientes com inibidores de alta resposta e mau progndstico para o
sucesso de ITI (ClinicalTrials.gov identifier: NCT01051544).

Uma questdo importante que deve ser considerada quanto ao sucesso e falha
nos protocolos de ITI sdo os defeitos moleculares e o tipo de HLA para o
desenvolvimento dos inibidores. As decisfes relativas ao tratamento de pacientes com
hemofilia com inibidores sdo 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 pdFVIIl vs. rEVIIL. No entanto, existem discussfes sobre a
validade dos estudos comparativos do tratamento com inibidores devido ao defeito

especifico na molécula de FVIII e o tipo de antigeno leucocitario humano (HLA) de cada
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individuo com hemofilia. Sabemos que estas questdes sdo determinantes para o
desenvolvimento do inibidor, ndo como varidveis independentes, mas como variaveis
co-dependentes (24). Existe uma grande variabilidade no sistema HLA. O complexo do
gene HLA residente no cromossomo 6 contém moléculas de Classe |, Classe Il e Classe
lll, HLAs correspondendo ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) Classe
Il séo o foco principal porque peptideos exdgenos como FVIII sdo processados atraves
de mecanismos da Classe Il. Os genes HLA s&o altamente polimorficos, cada gene tem
uma subunidade alfa e beta e muitos alelos diferentes. Considerando todas as
combinacdes juntas, ha 6,2 x 102 combinagdes diferentes s6 da Classe Il. Assim, cada
paciente incluido em um estudo ITI tem um defeito molecular diferente e um tipo
diferente de HLA. Para que os bracos de tratamento de um estudo sejam tdo
semelhantes quanto possivel para fins de comparacdo, seria necessario avaliar
pacientes com defeitos moleculares semelhantes ou idénticos e o tipo de HLA (13).

No entanto, mesmo na existéncia desta diversidade molecular, quanto ao
desenvolvimento de inibidor, a terapia com ITI tem um papel central no tratamento da
hemofilia. E atualmente o padrdo de tratamento para a erradicacdo do inibidor e tem
sido o estimulo para o desenho e condugéo de estudos imunoldgicos para entender os
mecanismos de formacdo e tolerancia 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 padrdo de FVIII. As taxas de sucesso de ITI sdo de 100% para
inibidores de baixa resposta, titulo de inibidor > 0,6 a 5 UB/mL que apresenta baixo
impacto na farmacocinética do FVIII. Para os inibidores de alta resposta (titulo do
inibidor > 5 UB/mL) a taxa de sucesso esté entre 60% e 90%(13). Os objetivos da ITI €
restaurar a administragéo regular de concentrados de FVIII (para hemorragias, cirurgia
e profilaxia), prevenir a artropatia hemofilica e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes (25).

As recomendacgfes para a pratica clinica da ITlI de acordo com as atuais

diretrizes internacionais levam em consideracao alguns fatores:

a) Selecdo dos pacientes: O primeiro passo para a sele¢cdo de um regime de ITI

€ avaliar os fatores de risco bem estabelecidos que podem prever a
probabilidade de um paciente alcancar a tolerancia. A determinacédo de bom
progndstico € considerada quando o titulo ao inicio do protocolo é <10 UB/mL
e pico histérico do inibidor < 200 UB/mL (25). Para inibidores de alto titulo
com bom prognéstico, algumas diretrizes recomendam o protocolo de dose
intermediéria (concentrado de FVIII 100 Ul/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 Ul/kg ou 100 a 200 IU/kg
2x/dia)(27)(28). A principal razdo para recomendar protocolo de altas doses
€ para evitar hemorragias, como relatado em estudo International de IT1(29).
No entanto, as taxas de sucesso ITI em pacientes com bom prognostico ndo
diferiram entre os estudos de baixa e alta doses(25)(26)(30)(27)(28). Para
inibidores de alto titulo com prognéstico ruim, todas as diretrizes
recomendam o protocolo de altas doses (concentrado de FVIII 200 Ul/kg
1x/dia; ou 100 a 200 Ul/kg 2x/dia) (28). Para inibidores de baixo titulo (titulo
histérico pico < 5 UB/ mL), as diretrizes recomendam concentrado de FVIII
50 Ullkkg em dias alternados ou 50-100 Ul/kg trés vezes por
semana(25)(26)(28).

Dose e frequéncia do FVIII utilizado: Quanto ao ajuste de doses em certas

situacBes sao indicadas para intensificar o regime de ITIl, aumentando a dose
de FVIII e/ou a frequéncia de administracdo. Se o pico do titulo 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 Ul/kg 1x/dia(25)(26). Se os regimes de ITI de dose
baixa ou intermediaria forem complicados por hemorragias invasivas ou se
houver resposta inadequada no titulo de inibidor, a dose ou frequéncia de ITI
pode ser aumentada para concentrado de FVIII 200 Ul/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).

Quando _iniciar_o_tratamento: As diretrizes atuais discordam quanto ao

momento mais adequado para o inicio da ITI, se o tratamento com ITI deve
comecar imediatamente apos a deteccédo do inibidor ou aguardar para avaliar
se havera queda no titulo 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 inicio da terapia com
ITI dentro de um més apos a deteccédo do inibidor(31)(32).

Escolha do concentrado de FVIII: As diretrizes estdo de acordo que as

evidéncias atuais sao insuficientes para recomendar qualquer determinado
concentrado de FVIII em detrimento de outro para a ITI. A maioria das
diretrizes recomenda a realizacdo 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 ndo responder adequadamente ao



24

protocolo de ITI de primeira linha (por exemplo, o titulo do inibidor ndo diminui
mais que 20% durante um periodo de 6 meses), as opcdes para terapia de
resgate incluem escalonamento de dose, imunossupressdo e/ou mudanga
para um concentrado de FVIII com FVW (25)(26)(30)(27). Em doentes com
um prognostico desfavoravel (titulo inicial > 10 UB/mL e pico historico > 200
UB/mL), deve se considerar o inicio da ITI com um produto contendo FVW
em combinacdo com um protocolo de alta dose(27).

e) Definicdes de sucesso e falha do protocolo de ITl: Para a maioria das

diretrizes as definicbes quanto a resposta ao tratamento consideram,
(25)(26)(28)(33)(29)(32)(34)(27)(31):
i.  Sucesso completo: titulo do inibidor < 0.6 UB/mL, recuperacédo de
FVIIl > 66%, e meia-vida do FVIII > 6 hrs
ii.  Sucesso parcial: titulo do inibidor < 5 UB/mL e recuperacao de FVIII
< 66% e/ou meia-vida do FVIII < 6 hrs

iii.  Falha: inibidor persistente ap6s 33 meses de tratamento de ITI

Embora muito se saiba sobre a ITI para a erradicacdo do inibidor, muitas
guestdes permanecem sem definicdo. Ha varios tdpicos importantes que estdo sendo
avaliados em estudos atuais ou que devem ser incluidos para as futuras pesquisas. A
coleta de dados sobre mecanismos imunoldgicos em coortes maiores de pacientes
submetidos a ITI é imprescindivel para se compreender melhor os mecanismos
envolvidos. Além disso, h& estudos clinicos em curso com o objetivo de avaliar o uso de
concetrados de FVIII contendo ou ndo FVW para ITI (identificador ClinicalTrials.gov:
NCT01051544); avaliar o uso de produtos de FVIII de longa duragdo em protocolos de
ITI (identificador de ClinialTrials.gov: NCT03095287). O estudo Observacional de
Tolerancia Imunolégica Inducdo (ObsITl) € um estudo prospectivo, ndo controlado,
multicéntrico internacional, aberto, de observacao para coletar dados sobre ITI na parte
clinica e laboratorial independentes de prognéstico dos pacientes (ClinicalTrials.gov
Identificador: NCT02207894). O protocolo Bonn é recomendado para uso neste estudo.
O estudo iniciou em 2005 e tem um braco retrospectivo (n = 100) e prospectivo (n =
200). O resultado da ITI deve ser correlacionado com varias variaveis relacionadas ao
paciente, a terapia e a imunologia. Em fevereiro de 2017, 185 pacientes submetidos a
ITI de 22 paises 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
Saude com a utilizac&o inicialmente do regime de baixas doses de concentrado de fator

VIl (50 Ul/kg 3x por semana), por um periodo maximo de 33 meses. Inicialmente, o
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concentrado de fator utilizado para a realizagéo da ITI foi o concentrado de fator VIl
contendo FVW. Desde a introducéo 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 definicdo de

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

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

apos a infusdo do concentrado de fator VIII. O sucesso parcial foi definido como titulo

do inibidor < 66% e/ou meia vida do fator VIII < 6 horas e auséncia de resposta
anamneéstica apds a infusdo do concentrado de fator VIII. A falha a ITI deve ser
considerada quando os pacientes ndo apresentam nenhum dos critérios acima em até
33 meses. O aumento da dose para 100 Ul/kg/dia é indicado mediante a auséncia de
declinio do titulo de inibidor, em pelo menos, 20% apds atingido o pico maximo, em cada
periodo 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 auséncia de declinio de pelo menos 20% do pico maximo do titulo
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, ha poucas definicdbes a respeito dos
determinantes de resultados como discutido anteriormente e sobre custos da mesma.
Um estudo retrospectivo e multicéntrico realizado em uma coorte europeia para avaliar
a relacdo entre os resultados encontrados, as caracteristicas clinicas dos pacientes,
tratamento utilizado e os custos da ITI, evidénciou que 71 pacientes com idades entre
0,4 e 41 anos (mediana de idade: 3,8 anos), a negativacao do inibidor foi alcangada em
84,5% dos pacientes, e a normalizacdo dos parametros 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 Ul/kg a 227 Ul/kg,
com intervalos de 2x/dia a 3x/semana. Neste trabalho, o custo médio do tramento de ITI
para o periodo de tempo entre o diagndstico e o inicio da ITI foi de € 3,188.00 por
paciente ao més vs. € 60,078.00 durante a ITI por paciente ao més (37).

Um outro grupo de pesquisadores americanos desenharam um estudo baseado
em um modelo analitico de decisdo para comparar os custos de vida e do tratamento
de pacientes com hemofilia A grave e inibidores, considerando trés situacfes: a)
tratamento sob demanda, b) tratamento profilatico 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 comparagado com 0s 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
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de vida dos pacientes que fizeram a ITI foi melhor, pois esses pacientes vivem mais
tempo, e tém menos eventos hemorragicos, quando comparados com 0s pacientes
tratados sob demanda com agentes de bypass (38).

No Brasil, Prezotti e cols. analisaram o custo do tratamento de ITI no pais, os
dados mostraram que houve uma reducéo significativa na mediana do custo referente
aos concentrados de fator de coagulacéo, entre pacientes com sucesso completo para
o protocolo de ITI, comparando 12 meses pré- ITl, durante a IT, e nos anos seguintes
apos o sucesso alcancado. 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, qguando comparado com 0s
12 meses anteriores a ITl (US$ 173,521.45; intervalo de 0 a 1,291,244.20) (p=0,035), o
que pode ser explicado, em parte, pelo curto periodo para negativar o inibidor nesse
grupo de pacientes (média de 8,7 meses; DP * 8,1).Mas, néo foi observada diferenca
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 periodo de IT (US$ 122,436.00; intervalo de 3,938.00 a
894,675.60), quando foram considerados o0s 23 pacientes com sucesso completo e
parcial em conjunto, sendo o periodo 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 secundaria com agentes de bypass simultaneamente a ITI,
aumentando o custo do tratamento neste periodo. De fato, a analise do grupo com nove
pacientes com sucesso parcial mostrou um maior custo significativo durante o periodo
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 h4 240 pacientes registrados em tratamento de ITI em centros
tratadores de hemofilia(39)(40).

Neste contexto, caracterizar o mecanismo de indunc¢éo de tolerancia imunologica
pode apresentar muitos beneficios. Os mecanismos da ITI sdo complexos e ainda ndo
completamente compreendidos. A erradicacdo dos inibidores de FVIII e a inducéo de
toler&ncia imunolégica especifica ao FVIII podem envolver varios mecanismos, incluindo
a producao de anticorpos anti-idiotipicos, deplecao e inativacdo de células B e células
T de memoria especifica para FVIII, e geracdo de células T regulatérias especificas para
FVIII. A caracterizacdo e o entendimento da ITI podem identificar proteinas e sinizacbes
celulares importantes, para o estudo de biomarcadores e/ou novas medicacdes para
inducdo de tolerdncia com diferentes tecnologias que proporcionem melhores
resultados com melhor custo-beneficio. Além disso, informacdes quanto a
caracterizacdo imunologica e desfecho clinico também podem ajudar a identificar

fatores progndsticos, ou ainda extratificar o paciente que se beneficia do tratamento
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prevendo 0 custo or¢camentario para o0 tratamento da doenca no pais
(41)(42)(43)(44)(45)(46).

1.3 Resposta Imune Humoral e Celular na Hemofilia

Na resposta Imunoldgica priméria ao FVIII, o desenvolvimento de inibidores de
FVIII resulta de uma resposta imune classica que é dependente de células T CD4*
(47)(7). Uma observacdo que sugere o envolvimento de células T foi sido sugerida
devido a pacientes com inibidor terem se tornado tolerantes ao FVIII exdgeno apds
infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)(48).

O inicio de uma resposta de células T é o reconhecimento e internalizacdo do
antigeno por células apresentadoras de antigenos (CAA), através da endocitose. Apds
a endocitose, o FVIII é clivado em pequenos peptideos que se associam com moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade da classe Il. As CAAs entdo migram para
orgaos linféides secundarios, como baco ou linfonodos, para alcancar areas ricas em
células T. Os peptideos de FVIII sédo entdo apresentados as células T CD4* naive. O
reconhecimento do peptideo derivado do FVIII pelo receptor de células T (TCR) dos
linfécitos fornece um primeiro sinal de ativacdo. Entdo h& interagBes adicionais de
ligantes e receptores na superficie de células T e CAAs e a presenca de estimulos pro-
inflamatorios solUveis, as citocinas, para ativacdo de células T naive. Este sinal de
ativacdo é a interagdo entre CD40L expresso na superficie 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
direcao aos foliculos das células B. Em geral, as respostas humorais dirigidas contra
proteinas envolvem a via das células B foliculares dentro dos orgaos linfoides
secundarios. A fase inicial dessa via de ativacdo corresponde a uma resposta
extrafolicular onde células B naive que internalizaram o antigeno através de sua
imunoglobulina de membrana. A formacgéo da sinapse de células T e B desencadeia a
sinalizacdo intracelular que leva a diferenciacdo de células foliculares em células
plasméticas 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 foliculos e interagem com as células T helper foliculares e formam
0s centros germinativos. As respostas dos centros germinativos geram células B de
memdaria que sdo capazes de se diferenciar rapidamente em células secretoras de
anticorpos apods a reexposicao a esses antigenos. As respostas associadas a centros
germinativos também geram células plasmaticas de vida longa. Respostas imunes anti-

FVIII de baixa afinidade sdo encontradas em individuos saudaveis, em pacientes com
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hemofilia ndo expostos ao FVIII, e em pacientes que obtiveram negativacao do inibidor
contra FVIII. A hipétese é que a producéo 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 diferenciacdo de células B foliculares que envolvem a formacdo de centros
germinativos e o auxilio de células T foliculares especi cas para FVIII.

Em contrapartida, as exposicoes subsequentes do FVIII sdo dependentes de
células B de memdéria geradas durante a resposta imune priméaria. As células B de
memoaria sdo capazes de desenvolver uma resposta imune mais rapida e mais forte
contra o FVIII do que as células B naive, e seu recrutamento leva a producao de
anticorpos neutralizantes de alta afinidade. As interacdes das células T e B também sdo
essenciais durante a resposta humoral anti-FVIII. Em camundongos com hemofilia A a
administracdo de um anticorpo monoclonal anti-CD40L nestes camundongos que ja
haviam desenvolvido uma resposta imune primaria ao FVIII levou a deplecdo de centros
germinativos apos 24 horas (49). Assim, as intera¢cdes CD40-CD40L desempenham um
papel crucial na formacdo e manutencdo de centros germinativos durante a resposta
imune secundaria ao FVIII. As células B de memoria anti-FVIII sdo essenciais para
manter a resposta humoral a longo prazo e para conduzir uma resposta anamnéstica
rapida apos a reexposi¢do do FVIII. A presenca de células B de memaria especifica
para o FVIII foi entdo testada em metodologia ELISpot e a frequéncia de células B de
memoria especificas para FVIII circulante representou 0,05 a 0,24% das células B IgG

positivas(53).

1.3.1 Anticorpos

Anticorpos ou imunoglobulinas s@o uma familia de glicoproteinas
estruturalmente relacionadas e produzidas na forma ligada a membrana ou secretada
pelos linfécitos B. Anticorpos ligados a membrana servem como receptores que medeia
a ativacdo de células B por antigeno. Os anticorpos secretados funcionam como
mediadores da imunidade humoral especifica acoplando varios mecanismos efetores
que servem para eliminar os antigenos ligados. A regido de ligacdo ao antigeno das
moléculas do anticorpo é altamente variavel e qualquer individuo tem o potencial de
produzir milhdes de diferentes anticorpos com distintas especificidades antigénicas.

Todos os anticorpos tém uma estrutura do nicleo simétrica e comum de duas
cadeias pesadas idénticas e ligadas covalentemente e duas cadeias leves idénticas e
cada uma ligada a uma das cadeias pesadas (figura 1). Cada cadeia consiste em dois

ou mais dominios Ig independentemente dobrados com cerca de 110 aminoacidos
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contendo seguencias conservadoras e pontes de dissulfeto intracadeias. Os dominios
N-terminais das cadeias pesadas e leves formam a regido V das moléculas de
anticorpos que diferem entre anticorpos de diferentes especificidades. A regido V das
cadeias pesadas e leves contém trés regides hipervariaveis separadas de cerca de 10
aminoacidos que sao especialmente organizados para formar o local de combinac¢ao do
antigeno na molécula do anticorpo (54).

Os anticorpos séao classificados em diferentes isotipos e subtipos baseando-se
nas diferencas nas regibes C da cadeia pesada, que consiste em trés ou quatro
dominios C da Ig, estas classes e subclasses tém diferentes propriedades funcionais.
As classes de anticorpos séo IgM, IgD, IgG, IgE e IgA. A maioria das fungdes efetoras
dos anticorpos € mediada pela regido C das cadeias pesadas, mas essas funcdes sdo
disparadas pelas ligacdes dos antigenos ao local de combinacéo da regido V (54).

A afinidade de interacdo entre o local da combinacdo de uma Unica molécula de
anticorpo e um unico epitopo geralmente é representada pela constante de dissociacao
(Kd) calculada a partir de dados de ligacdo. Varias mudancas 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 plasmacitos, a Ilg com a mesma especificidade de ligagdo ao
antigeno do receptor original de Ig ligado @ membrana pode ser secretada (figura 2).
Mudanca no uso dos seguimentos do gene da regido C sem altera¢gdes na regido V sao
as bases da troca de isotipo, o que leva a mudanca de fungéo efetora sem uma alteracéo
na especificidade. Mutac¢des pontuais na regido V de um anticorpo especifico para um
antigeno levam a afinidade aumentada para aquele antigeno, chamada de maturacéo
de afinidade. A diferenciacdo de células B ativadas em plasmdcitos ou célula de

memoaria é controlada pela expressao de varios fatores de transcri¢éo (55)(56).
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Figura 1. Estrutura de uma molécula de anticorpo . A) Diagrama esquematico de uma molécula de

IgG secretada. Os locais de ligagédo do antigeno sdo formados pela justaposigdo dos dominios VL e Vh. As
regibes C das cadeias pesadas terminam em pedacdes de cauda. As localiza¢des dos locais de ligagdodo
complementoe do receptor Fc dentro das regifes contantes da cadeia pesadasdo aproximacgdes. B)
Diagrama esquematico de uma molécula de IgM ligada  a membrana na superficie de um linfocito B.

A molécula de IgM tem mais um dominio Cx do que a IgG, e a forma menbranar do anticorpotem porcdes
C-terminais transmenbranares e citoplasmaticas que ancoram a molécula & membrana plasmatica. C)
Estrutura de uma molécula de IgG humana revelada por cristlografia de raio X. As cadeias pesadas
séo coloridas de azul e vermelha e as cadeias leves de verde e os carboidratoas estdo em cinza. Figura

adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.
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Figura 2. Expresséo de Ig durante a maturacédo do lin  focito . Estagio da maturagao do linfécito B sédo
mostrados com mudangas na producdo das cadeias pesadas e leves de Ig. As cadeias pesadas de IgM
sdo mostradas em vermelho, as cadeias pesadas de IgD estdo em azul, e as cadeias leves em verde.

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

A 1gG humana pode ser subdividida em quatro subclasses, 1gG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4, cada uma codificada por um gene da regido constante (C) separada e dotada de
propriedades biolégicas e funcionais Unicas (figura 3). A regido constante da cadeia
pesada da imunoglobulina humana (IGHC), localizada no cromossoma 14 contém nove
genes funcionais. A IgG1 comp&e a maior parte do total de IgG (66%), seguido por IgG2
(24%), 19G3 (7%) e 1gG4 (3%). As IgG1 e IgG3 aparecem precocemente na ontogenia,
sdo ativadores eficientes da via classica do complemento e sdo direcionados
principalmente contra antigenos protéicos (57). A deficiéncia de IgG1 resulta em baixos
niveis de IgG total e frequentemente, embora ndo invariavelmente, esta associada a
suscetibilidade a infeccbes bacterianas. A 1gG2 aparece muito mais tarde no
desenvolvimento e os niveis adultos dessa subclasse séo atingidos aos 10 anos de
idade. Isso provavelmente reflete sua localizacdo cromossdmica, onde 0s genes mais
5' IGHC sao expressos durante a vida fetal com uma maturac¢ao gradual com o tempo.
Isto € crucial porque os anticorpos dentro desta subclasse sdo principalmente dirigidos
contra antigenos polissacaridicos, resultando em uma imaturidade funcional das
criancas em sua defesa contra infec¢gBes por bactérias encapsuladas. A 1gG3 € sensivel
a degradacao proteolitica e tem a meia-vida mais curta de todas as subclasses (7 dias
em comparacdo aos 21 dias para todas as outras subclasses de IgG) (57)(58). Embora
a deficiéncia de IgG3 pareca ser bastante comum, um "fenétipo” clinico claro ainda ndo
foi definido, embora a suscetibilidade a infec¢gbes virais ou um curso clinico prolongado

de infeccdes virais tenha sido sugerido. Os anticorpos 1gG4 humanos séo
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funcionalmente monovalentes (59) e em circunstancias normais, nao ativam o
complemento. Embora a IgG4 represente apenas uma por¢cdo menor do total de 1gG,
ela pode ter importancia clinica, pois foi relatado que individuos deficientes em IgG4
sofrem de infec¢des recorrentes (60)(61). Além disso, niveis elevados de anticorpos
lgG4 séo frequentemente observados contra antigenos proteicos selecionados apos
exposicao cronica (59) e esta subclasse de anticorpos esta envolvida em uma variedade
de doencas alérgicas (62).

A troca de isotipos é influenciada tanto de maneira positiva quanto negativa por
um numero de citocinas e ativadores de células B, devido a sua capacidade de regular
a transcricdo da linha germinativa. A interleucina (IL) 4, interferon (IFN) - e fator de
crescimento transformador (TGF) - séo citocinas bem caracterizadas que afetam a
transcricdo da linha germinativa e na presenca 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

mudanca € 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+ (CDA40L, citocinas) sofrem troca de diferentes isotipos que medeiam funcfes efetoras. Figura

adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.
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Na literatura, alguns trabalhos, mesmo com limitado numero de pacientes,
sugerem aspectos importantes do perfil das imunoglobulinas no contexto dos anticorpos
anti-FVIIl. Foi demonstrado que individuos saudaveis podem apresentar reatividade de
imunoglobulinas das subclasses de IgG: 1gG1, IgG2, IgG3 e da classe IgM para a
proteina do FVIII, contudo a subclasse 1gG4 foi a Gnica ausente para estes individuos,
estando presente apenas em pacientes com inibidor (51).

Estudos realizados pelo nosso laboratério corroboram com este dado, pois
evidenciamos que a IgG4 € a Unica subclasse de imunoglobulina que apresenta
imunomodulacdo quando o paciente é desafiado ao concentrado de FVIII. Além disso,
nossos resultados demonstraram que a IgG4 apresenta alta correlagdo quando
comparada aos titulos de inibidores. Este foi o primeiro estudo longitudinal prospectivo
para avaliacao do perfil de imunoglobulinas em pacientes portadores de hemofilia (65).
Nés também evidenciamos que pacientes com hemofilia A e histérico de reacdo alérgica
ao FVIII, pode apresentar IgE especifica ao FVIII, precedendo o surgimento de 1gG4
que compromete a funcao do FVIII e portanto sao classificados como inibidores (66). A
imunoglobulina 1gG4 classicamente € identificada como uma subclasse de
imunoglobulina ligada a resposta de tolerancia em situagdes tardias a reacdes alérgicas
ou parasitarias. No entanto em 2007, esta subclasse de imunoglobulina foi associada
como pivd da atividade patologica de algumas doengas de carater autoimune. Nestas
patologias a investigacdo de uma resposta “anormal” levou a investigacdo quantitativa
e funcional de células T reguladoras e os resultados evidenciaram que nestes pacientes
h& disfuncdo de células T reguladoras para exercer 0 seu papel supressor em células T

convencionais (67).

1.3.2 Linfécitos Te B

Os linfécitos T e B surgem a partir de precursores derivados da medula éssea
comum que se torna comprometido com a linhagem de linfécitos. A maturacdo das
células B continua na medula 6ssea, ao passo que os progenitores de células T migram
e completam a sua maturacdo no timo (figura 4). A maturacao inicial é caracterizada
pela proliferacédo de células induzidas por citocinas, principalmente IL7, que leva a uma
expansao do numero de linfocitos que acabaram de se comprometer com determinadas
linhagens. Sinais extarcelulares induzem a ativacdo de fatores de transcricdo, que
induzem a expressao de genes especificos da linhagem a abrem os loci de genes
receptores de antigenos especificos no nivel de acessibilidade da cromatina (68).

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

génicos dos receptores de antigeno e a expressao inicial da proteina p 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 expressao inicial de pré-receptores de antigenos e a expressado subseguente de
antigeno sao essenciais para a sobrevivéncia, expansao e maturacéo de linfécitos em
desenvolvimento e para 0s processos de selecdo que levam a um repertorio diverso de
especificidade de antigenos Uteis. O processo de recombinagdo somatica de gene é
mediado por um complexo de enzimas recombinase constituidos dos componentes
especificos dos linfocitos Rag-1 e Rag-2. A diversidade de anticorpos e do TCR é gerada
pela associacdo combinatoria de multiplos seguimentos génicos V, D e J da linhagem
germinativa, enquanto a diversidade juncional é gerada pela adicdo ou remocéo de

nucleotideos ou remoc¢ao de nucleotideos aleatérios nos locais de recombinacéo (69).

Figura 4. Estagio de maturacgado de linfécitos . O desenvolvimento de ambos linfocitos B e T envolve uma
sequencia de estagios de maturagdo. Os estagios iniciais sdo iguais para os dois tipos de células. Figura

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

A maturacdo de células B ocorre em estagios caracterizados por diferentes
padrdes de rearranjo e expressdo do gene das Ig (figura 5). Nos primeiros precursores
das células B, denominadas células pro-B, os genes das Ig estdo inicialmente na
configuracdo da linhagem germinativa, e o rearranjo D a J ocorre nos l6cus da cadeia
pesada das Ig. Na transicdo de células pré-B para pré-B a recombinacdo VDJ é
concluida nos I6cus da cadeia H da Ig. Um transcrito primério do RNA contendo éxon
VDJ e éxons do gene C das Ig é produzido e o éxon VDJ é emendado aos éxons da

regido 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 recombinagéo V-J
ocorre inicialmente no l6cus K da Ig e as proteinas da cadeia leve sdo expressas (70).
As cadeias pesadas e leves sdo entdo montadas na forma de moléculas de IgM
expressas na superficie das células. As células B imaturas deixam a medula 6ssea para
residir em tecidos linfédes periféricos, onde completam a sua maturagédo. No estagio de
célula B madura sintese de cadeias pesadas ocorre paralelamente mediada pelo
processo splicing alternativo dos transcritos primarios do RNA das cadeias pesadas,
IgM e IgD da membrana sdo expressos. Durante a maturacéo de linfocitos B, as células
B imaturas que expressam receptores de antigeno de alta afinidade especificos para
antigenos proprios presentes na medula 6ssea sao induzidos a editar os genes de seus

receptores ou essas células sao eliminadas (71).

Figura 5. Estagio de maturacéo das células B.  Os eventos correspondentes a cada estagio da maturacéo
da célula B a partir da célula-tronco da medula 6ssea até o linfécito B maduro. Varios marcadores de
superficie podem ser utilizados para demostrar esta maturacéo. 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 figado fetal sdo
as precursoras das células B-1. As células tronco hematopoiéticas derivadas da medula
Ossea dao origem a maioria das células B. Estas células passam rapidamente por dois

estagios de transi¢do 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
antigenos proprios pode contribuir para o direcionamento da diferenciacdo 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 estdo localizadas
primariamente na parte marginal do baco e sao semelhantes as células B-1 em relagcdo
a diversidade limitada e sua capacidade de responder a antigenos polissacaridios e
gerar anticorpos naturais. As células B foliculares séo linfécitos recirculares e as células

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

Figura 6. Subgrupos de linfocitos B . A) A maioria das células B que se desenvolvem a partir das células
tronco derivadas do figado fetal se diferenciam na linhagem B-1. B) Os linfécitos B oriundos dos precursores
da medula 6ssea apds o nascimento dao origem a linhagem B-2 e os dois subgrupos principais de células
B séo derivados de B-2. As células B foliculares séo linfécitos recirculantes as células B da zona marginal
sdo encontradas nos linfonodos. Figura adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia

celular e molecular.

A maturacdo de células T no timo também prossegue em estagios, que se
dintigue pelo padrdo de expressdo dos genes dos receptores de antigenos, pelas
moléculas de correceptores CD4 e CD8 e pela localizagdo dos eventos de

desenvolvimento dentro do timo (figura 7) (69).
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Figura 7. Estagios de maturacdo de células T . Acima estdo os eventos de maturagéo de linfcitos a partir
de célula-tronco da medula 6ssea até linfocitos T maduros. Varios marcadores de superficie sdo utilizados
para o reconhecimento de maturacdo destas céluas. Figura adaptada do material complementar on-line

Abbas, Imunologia celular e molecular.

As primeiras células da linhagem T para o timo ndo expressdo TCR ou CD4 ou
CDS8. Estas células T em desenvolvimento, inicialmente residem no cortex exterior e
induzem a expressao de superficie da molécula CD3, TCR, CD4 e CD8. A medida que
as células amadurecem elas migram do cortex para a medula. O processo de selecéo
leva a maturacdo de células T que expressdo TCR e moldam o repertério de células T
para a restricdo ao MHC proprio e autotolerancia. 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 Il estdo combinados com a expressao de CD4
e a perda de expressao de CD8. A selecao negativa das células T ocorre quando estas
células reconhecem com alta afinidade antigenos préprios. As células que ndo sofrem

selecdo clonal CD4* ou CD8" migram para os tecidos linfoides periféricos (figura 8) (69).
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Figura 8. Maturacao de células T no Timo.  Os precursores de células T saem da medula 6ssea até o timo
através da corrente sanguinea. No cortex do timo, os progenitores de células T expressdo TCRs e os
correceptores CD4 e CD8. Os processos de selecao eliminan as células T autorreativas no cortex no estagio
duplo positivo. A diferenciacéo funcional de células t em CD4* e CD8* ocorre na meldula, e as células T
maduras séo liberadas na circulagdo. 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 s&o iniciadas por sinais gerados pelo reconhecimento
de TCR de complexos de MHC-peptideo na superficie de uma célula CAA e através de
sinais fornecidos ao mesmo tempo por coestimuladores expressos nas CAAs. Os
coenstimuladores principais sao da familia B7, que s&o reconhecidos por receptores da
familia CD28 expressos nas células T. A expressao de coestimuladores B7 nas CAAs
sdo aumentadas pelo encontro com microorganismos, fornencendo um mecanismo para
a geracao de respostas especificas. Alguns membros da familia CD28 inibem a resposta
de células T e o resultado do reconhecimento do antigeno pela célula T € determinado
pelo equilibrio entre o0 acoplamento de receptores de ativacao e de inibicao desta familia.
As respostas de células T ao antigeno e coestimuladores incluem alteracdo na
expressao de moléculas de superficie, sintese de citocinas e de receptores de citocinas,
proliferacdo celular e diferenciacdo de células efetoras e de células de memdria. As
moléculas de superficie, cuja a expresséo € induzida na ativacao de células T, incluem

proteinas que estdo envolvidas na retencéo de células T em 6rgaos linfoides, fatores de
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crescimento para citocinas, moléculas efetoras e reguladoras e moléculas que
influenciam na migracéo de células T (69).

Pouco tempo ap0s ativacdo, as células T produzem a citocina IL2 e expressam
altos niveis do receptor da IL2 funcional. A IL2 conduz a proliferagédo das células o que
pode resultar na expansao marcada de clones especificos para determinado antigeno.
Algumas células T ativadas podem se diferenciar em células de memoria que
sobrevivem por longos periodos e respondem rapidamente ao desafio antigénico. A
manutencdo das células de memoéria é dependente de citocinas como IL7, que pode
promover a expressao de proteinas anti-apopitdticas e estimular uma desaceleracao no
ciclo. As células T de memdria sdo heterogéneas e consistem em popula¢des que
diferem nas propriedades de migracdo e respostas funcionais. A resposta de célula T
diminuem apos a eliminacao do antigeno, retomando o sistema para repouso (72).

Os linfécitos T helper (Tw) CD4* podem se diferenciar em células efetoras Tul
especializadas que secretam IFN- , que medeiam a defesa contra microorganismo
intracelular, ou células Tw2 secretoras de IL4 e IL5 que favorecem as reaches
imunoldgicas contra helmintos mediadas por IgE e por eosindfilos e mastocitos, ou em
céluls Ty17 que promovem inflamag¢édo e medeiam a defesa contra fungos e bactérias

extracelular (figura 9) (73).

Figura 9. Propriedades dos subgrupos T W1, Tr2, TH17. As células T podem diferenciar-se em subgrupos
distintos de células efetoras em resposta a antigeno, coestimuladores e citocinas. Nesta figura estdo
representados os subgrupos melhores definidos pela literatura. Figura adaptada do material complementar

on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.
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A diferenciacdo de células T CD4" imaturas em células efetoras € induzida por
citocinas produzidas pelas CAAs, e pelas préprias células T. O programa de
diferenciacéo é controlado pelos fatores de transcricdo que promovem a a expressao
do gene da citocina nas células T e alteracbes epigenéticas nos loci de genes de
citocinas que pode ser associada de forma estavel a um determinado grupo. Cada
subgrupo produz citocinas que aumentam o seu préprio desenvolvimento e inibem o
desenvolvimento de outros subgrupos, conduzindo assim, o0 aumento da polarizacéo da
resposta (figura 10). Classicamente, as células CD4" Tw2 reconhecem antigenos
produzidos pelos helmintos e outros microrganismos, assim como 0s antigenos
ambientais associados a alergias. A IL4, secretada por Tu2 ou células foliculares Ten
ativadas, promovem a diferenciacdo de isotipos de células B e a producéo de IgE, que
pode recobrir os helmintos e mediar a degranulagdo dos mastdcitos seguida de
inflamacado. A IL5 ativa os eosinodfilos para para liberar o conteddo dos granulos que
destroem os helmintos. A IL4 e IL13 em conjunto fornecem protecdo em barreiras
epiteliais e induzem uma forma alternativa de ativacdo dos macréfagos que controlam
a inflamag&o e medeiam o reparo tecidual e fibrose.

No desenvolvimento de resposta Ty a IL4 produzida por células T ativadas e/ou
mastdcitos e eosindfilos, especialmente em resposta a helmintos, ativa os fatores de
transcricdo GATA-3 e STAT-6 que estimulam a diferenciagdo de células T CD4*
imaturas para Tu2. A IL4 amplifica a resposta de Tn2 e inibi as respostas de Tul e Tul7
(74).

As células T CD4" que se diferenciam em células Tu2 classicamente secretam
IL4, IL5 e IL13. AIL4 e IL13 atuam nas células B para estimular a produ¢éo de anticorpos
gue se ligam aos matdcitos, IgE. O auxilio na producao de anticorpos pode ser fornecido
por células Tey que produz citocinas Tu2 e residem em 6érgaos linfoides e ndo por Tu2
classica. A IL4 também € uma citocina de crescimento autécrino e contribui para a
diferenciacdo de célula Tu2. A IL5 ativa os eosindfilos para defesa contra infecdo de
helmintos e as IL4 e IL13 como ja vimos estdo comprometidas na imunidade das
bareiras da mucosa, induzem a via alternativa de ativacdo dos macréfagos e inibem a

via de ativacao classica de mastocitos pela Tul (74).
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Figura 10. Desenvolvimento de células T n2. A IL4 ativada por linfécitos ativa os fatores de transcricdo
GATA-3 e STATS6, que estimulam a diferenciacdo de células T CD4* imaturas para o subgrupo Th2. A IL4
produzidas por Tu2 amplifica esta resposta e inibi Thl, e Th17. Figura adaptada do material complementar

on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.

Ha células T que se desenvolvem em linfocitos T regulatérios FOXP3* que tem
a funcdo de controlar repostas a autoantigenos em tecidos periféricos (figura 11).
Diversos mecanismos sdo reposnaveis pela tolerancia periférica em células T maduras.
Em células T CD4* a anergia é induzida pelo reconhecimento do antigeno sem
coestimulacdo adequada ou por envolvimento de receptores inibitérios como CTLA-4 e
o PD-1 (75).
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Figura 11. Células T regulatérias . O desenvolvimento e a sobrevivéncia destas células requerem IL2 e o
fator de transcricdo FOXP3. Em tecidos periféricos estas células suprimem a ativacéo e a fungdo de células
efetoras de outros linfocitos. Figura adaptada do material complementar on-line Abbas, Imunologia celular

e molecular.

Na hemofilia, ha poucos estudos que avaliem as células T efetoras, no entanto
0 papel das células T reguladoras tém recebido destaque em diferentes aspectos.
Estudo pré-clinico tém demonstrado que o sucesso da ITl € dependente de resposta de
células T e B, com participagéo das células T reguladoras(76). Alguns trabalhos na area
de terapia génica em pacientes com hemdfilia B, demonstraram que a expressao
sustentada de FIX, transportado pelo vetor AAV a uma célula alvo pode ser prejudicada
na auséncia de células T reguladoras (77). Recentemente, um grupo de pesquisadores
demostraram ser possivel produzir células T reguladoras em laboratério, especificas a
epitopos imunogénicos da molécula de FVIII (78). A utilizacdo deste tipo de tecnologia,
terapia celular com células T reguladoras para o tratamento de inibidor na hemofilia, tém
sido além de inovador, um desafio na conquista de um novo protocolo para a inducao
de tolerancia imune (78). Isso sugere que as células T reguladoras tém um papel central
na erradicacdo dos inibidores.
Em geral, em individuos saudaveis os linfocitos T reguladores com o perfil CD4*
CD25"* Foxp3* sdo gerados durante o desenvolvimento de células T no timo, contudo as

células T CD4*, chamadas convencionais ou efetoras, também podem sofrer converséo
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e tornar-se células T reguladoras CD4* CD25" Foxp3* na circulacdo periférica. Esta
transformacdo de células T convencionais em células T reguladoras no sangue
periférico ocorre através da apresentacdo do antigeno por células dendriticas CD103*
aos linfécitos T CD4*. Ainducao de células T reguladoras também pode ser via intestino
pela via dependente de TGF- e acido retinoico. As células T CD4* convencionais
também podem ser induzidas in vitro a células T reguladoras em resposta a estimulagéo
do receptor TCR na presenca de TGF- por um processo que é similar ao da
diferenciacéo de células T CD4" via sinalizacdo de citocinas em células T efetoras Tx1,
Tw2 e Tul7. Os fatores de transcri¢do utilizados por células T CD4* para se tornarem
células T efetoras podem ser 0s 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 expressao Foxp3* e
tornar-se "ex-Tregs" e possuir caracteristicas autoagressivas. As células T reguladoras
tém evidenciado possuir capacidade de modular as respostas imunes em curso de
infeccdo, doencas autoimunes e cancer (79).

Estudos recentes demonstram diferentes perfis de células T reguladoras de
acordo com as situagBes patolégicas. Em situacdo clinica de infeccdo aguda ou
inflamacao, é visto o decaimento na frequéncia de células T reguladoras devido ao seu
comprometimento em suprimir resposta T efetora (80). Ja estudos que avaliaram
pacientes com hepatite C cronica demonstraram um numero elevado de células T
reguladoras em sangue periférico e em bidpsia de figado quando comparada com
individuos saudaveis, além disso, este nUmero elevado foi inversamente correlacionado
com a severidade histoldgica destes pacientes, ou seja, quanto maior o namero de
células T reguladoras, menor a severidade histologica (81). Em algumas situacdes de
autoimunidade as células T reguladoras parecem ser normais. A maioria dos estudos
em autoimunidade demonstram ndo haver diferenca no nimero de CD4*Foxp3* em
sangue periférico de pacientes com diabetes tipo | e pacientes com esclerose multipla
(81)(82). Por outro lado, estudos em pacientes com ldpus eritematoso sistémico
evidenciou um declinio de células T reguladoras correlacionado com a atividade da
doenca (83)(84). Em pacientes com artrite reumatoide foi demonstrado nimero de
células T reguladoras aumentado em liquido sinovial (84). Além disso, células T
reguladoras isoladas de pacientes com atrite reumatoide foram incapazes de suprimir a
atividade de células T efetoras de individuos saudaveis. Por outro lado, em pacientes
com diabetes tipo | e pacientes com inflamacé&o intestinal, a funcdo supressora de
células T reguladoras foi preservada quando avaliado sob o efeito de supressao de
células T efetoras. Contudo, outros fatores incluindo producdo local de citocinas,

ativacdo de células apresentadoras de antigeno e resisténcia de células efetoras em
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relagdo a supressao, podem estar indiretamente associados a disfuncédo de células T
reguladora.

As células B, pouco estudadas na hemofilia, apresentam um papel importante
na secrec¢do de anticorpos e desta forma a dindmica de organizacdo destas células é
fundamental para identificar qual € o perfil celular comprometido com a secrec¢édo de
lgG4. Tanto antigenos proteicos e ndo proteicos podem estimular a resposta de
anticorpos (figura 12). As respostas de célula B aos antigenos proteicos requerem a
contribuicdo de célula Ty CD4+ especificas. As respotas de célula B dependente de
células Ty a antigenos proteicos requerem a ativacao inicial de células T imaturas nas
zonas de célula T e de células B nos foliculos linfoides de orgaos linfoides. Os linfocitos
ativados migram e se comunicam nas margens dos foliculos, onde a célula B apresenta
0 antigeno para célula Tx (85).

As células Ty ativadas expressam CD40L, que se ligam em células CD40 nas
células B e entéo, as células T secretam citocinas que se ligam aos seus receptores nas
células B. A combinacao dos sinais de CD40 e das citocinas estimulam a proliferacdo e
diferenciacdo de células B, como j& discutido anteriormente. No entanto, algumas
células T ativadas se diferem em células Trn especializadas que espressam altos niveis
do ligante receptor de quimiocina CXCR5 e secretam 1L21(86).

As células Tex € as células B ativadas migram para o foliculo e ativam as células
B especificas para iniciar a formagéo de centros germinativos (figura 13). Os eventos
decorrentes destes estimulos, nas respostas de anticorpos T-dependentes ocorre
dentro dos centros germinativos e incluem a extensiva troca de isotipos, a mutacdo
somatica, a maturacao de afinidade, a geracéo de células B de memoria e a indugéo de
plasmacitos 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 recombinacéo

génica, levando a producao de diversos isotipos de Ig (figura 14) (86).
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Figura 12. Sequéncia de eventos nas respostas imune s humorais a antigenos proteicos T-

dependentes. (1) As respostas imunes séo iniciadas pelo reconhecimento do antigeno pelas células B e
TCD4+. (2) Os linfécitos ativados migram um em direcéo ao outro e interegem, resultado na proliferacéo e
diferenciacéo de células B. (3) A reestimulacéo de células B por células T helper em locais extrafoliculares
leva a troca de isotipo precoce e a geragdo de plasmdcitos de vida curta. Enquanto que a ativagcao de
células T por células B resulta na inducao de células T helper foliculares. (4) Os eventos posteriores ocorrem
nos centros germinativos e incluem a mutagdo somatica e a selecéo de células de alta-afinidade (maturacéo
da afinidade) troca de isotipos adicionais, geracao de célula B de memoria e geracdo de plasmécitos de

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

Figura 13. Centros germinativos em 6rgéo linfoide s  ecundarios . A) O centro germinativo se encontra
no interior do foliculo e inclui uma zona basal escura e zona clara adjacente. B) A zona clara contém células
dendriticas foliculares, coradas com anticorpos anti-CD23 (verde) e a zona escura contém células B em
proliferacdo, coradas com anti-K67 (vermelho) que detecta células que estdo ciclando. Figura adaptada do

material complementar on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.
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Figura 14. Reagéo do centro germinativo em um linfo nodo . As células B ativadas migram para o foliculo
e proliferam, formando a zona escura do centro germinativo. Estas células B sofrem troca extensivas do
isotipo e mutagdo somatica dos genes V de Ig e migram para a zona clara, onde encontram as células
dendriticas foliculares que apresentam o antigeno as células Trn. As células B com receptores de Ig com
mais alta afinidade séo selecionadas, sobrevivem e sdo diferencidas em células secretoras de anticorpos e
em células B de memdria. As células secretoras de anticorpos residem na medula éssea como plasmacito
de vida longa e as células B de meméria entram no conjunto de linfécitos circulantes. Figura adaptada do

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

A ligacdo do CD40 as citocinas induz a enzima deaminase induzida por ativacéo
(AID, do inglés, Activation-induced Deaminase), que € essencial para a troca de isotipo
e maturacdo de afinidade das imunoglobulinas. A enzima desamina citosinas, em
moldes de DNA de fita simples, converte residuos de citosina (C) em residuos de uracila
(V). Desaminar € um processo pelo qual o aminoacido libera o seu grupo amina na
forma de aménia e se transforma em um cetoacido correspondente. Esta reacdo é
catalisada pelas enzimas genericamente denominadas desaminases ou
desidrogenases. Este processo ocorre na mitocondria hepatica. As diferentes citocinas
possibilitam que a AID acesse os loci distintos da cadeia pesada da Ig. A maturagdo 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 maturacéo de
afinidade é um resultado da mutac@o somatica dos genes das cadeias leve e pesada de

lg induzida por AID, seguida pela sobrevivéncia seletiva de células B que produzem
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anticorpos de alta afinidade que se ligam ao antigeno exposto, nos centros germinativos.
As células Ten também participam na selegéo de células B de alta afinidade. Alguns das
progénies de células B dos centros germinativos se diferenciam em plasmécitos
secretores de anticorpos que migram para a medula 6ssea. Outras progénies tornam-
se células B de memoaria e vivem por longos periodos, recirculam entre os linfonodos e
baco e respondem rapidamente a exposicdes subseguentes de antigenos
diferenciando-se em secretores de anticorpos de alta afinidade. A expressao de diversos
fatores de transcri¢cdo controla a diferenciacéo de células B ativadas em plasmacitos ou
em células de memodria (85).

As células B de memoéria sdo essenciais na manutencdo de respostas de
anticorpos de longa duracdo e na conducdo da resposta anamnéstica rapida de
anticorpos apos a reexposicdo ao mesmo antigeno. Descobertas recentes tém apoiado
a existéncia de diferentes populac¢des de células B de meméria dependentes do centro
germinativo e dependentes do centro germinal, que podem ter funcdes biologicas
distintas (87). Pouco se sabe sobre o significado das células B de memaria especificas
para o FVIIl em pacientes com hemofilia A que desenvolvem anticorpos neutralizantes
contra o FVIII. Os anticorpos neutralizantes de alta afinidade sdo mais provavelmente o
resultado de reagBes no centro germinativo de fase tardia que geram células
plasmaticas de vida longa e células B de memdria comutada com alta afinidade.
Portanto, € possivel que as células B de memoria especificas para FVIII sejam
essenciais na manutencéo de niveis duradouros de anticorpos neutralizantes contra o
FVI11(50). Uma vez estabelecidas as respostas de anticorpos neutralizantes especificos
para FVIII, é provavel que seja necessaria uma erradicacdo de células B de memoria
especificas para FVIII para evitar a persisténcia destes anticorpos. As células B de
memoaria especificas para o FVIII no sangue de pacientes com hemofilia A foram
estudadas. No total, 12 pacientes com hemofilia A grave foram analisados para a
presenca de células B de memoria especifica para FVIII e células produtoras de
anticorpos em circulagéo, 6 dos 12 pacientes tinham anticorpos neutralizantes contra o
FVIII com titulos de Bethesda entre 1 e 1.000 UB/ml, 5 dos 6 pacientes com anticorpos
neutralizantes nao haviam sido tratados com produtos FVIII, mas com produtos de
bypass no momento da coleta. Nenhum dos pacientes apresentaram niveis detectaveis
de células produtoras de anticorpos especificos para o FVIII em sua circulacdo, e ndo
havia niveis detectaveis de células B de memdria especificas para FVIII na sua
circulacdo, para o perfil de células estudadas. A frequéncia de células B de memodria
para o FVIII no paciente positivo foi de 0,24% do total de células B de memoria IgG. Os
autores concluiram que a dificuldade em detectar células B de memoria especificas para

FVIII nos 5 pacientes com anticorpos neutralizantes para FVIII indica que pode ser dificil
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rastrear directamente células B de memoéria na circulacao e que os agentes de bypass
administrados aos pacientes podem nao ter fornecido estimulos suficientes para manter
0 pool de células B de memdria especificas na circulacdo. O perfil de células B de
memoria neste estudo foi CD19* CD20* CD127*(88).

Enquanto as células B tradicionalmente sdo consideradas como promotoras da
resposta imune via secrecdo de anticorpos e producdo citocinas proé-inflamatorias,
estudos recentes também confirmaram um papel importante para a regulacédo negativa
mediada por células B na imunidade. As células B reguladoras (linfécitos B10) regulam
a imunidade através da producdo da citocina anti-inflamatéria interleucina-10 (IL10).
Atualmente estas células sdo mais bem definidas pela capacidade de produzir IL10,
uma vez que até o momento, ndo se limita a nenhum subconjunto fenotipico. Em 2002,
foram publicadas as primeiras pesquisas experimentais que evidenciaram a relacéo de
células B de funcéo reguladora e producéo 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 producao inflamatoria de citocinas durante a

progresséo da colite em camundongos que secretaram IL10 (52).

1.3.3 Tolerancia Imunoldgica

A tolerancia imunoldgica € a ndo responsividade de um atigeno, induzida pela
exposicao de linfécitos especificos a este antigeno. A tolerancia de autoantigeno € uma
propriedade fundamental do sistema imunol6gico normal e a falha de autotolerancia leva
as doencas autoimunes. A tolerancia central € induzida em érgéo linfoides centrais (timo
e medula 6ssea), quando linfécitos imaturos encontram autoantigenos presentes nestes
orgdos. A tolerancia periférica ocorre quando linfécitos maduros reconhecem
autoantigenos em tecidos periféricos em condicBes especificas. Em linfécitos T, a
tolerancia central ocorre quando células T do timo com receptores de autoafinidade para
autoantigeno reconhecem estes antigenos no timo (figura 15). As células T imaturas
que reconhecem autoantigeno no timo morrem (selecdo negativa). As células T
regulatdrias inibem respostas imunoldgicas através de multiplos mecanismos (89).

Em linfécitos B, a tolerancia central € induzida quando células B imaturas
reconhecem autoantigenos provenientes na medula éssea. O resultado é a aquisi¢ao
de uma nova especificidade, chamada edi¢cdo de receptor, ou morte por apoptose de
células B imaturas. As células B maduras que reconhecem autoantigeno na periferia,
na auséncia da ajuda de célula T, podem ser tornar anérgicas, sofrendo apoptose ou
tornando-se funcionalmente ndo responsivas devido a ativacao de receptores inibitérios

(89). A estimulagédo por longo tempo com FVIII em pacientes com hemofilia A com
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inibidores ao FVIII € um dos poucos exemplos clinicos de indugdo bem-sucedida de
tolerdncia imunoldgica especifica para antigenos em pacientes com problemas
imunoldgicos estabelecidos. Portanto, ITI em pacientes com inibidores de FVIII deve
fornecer um excelente modelo clinico para o estudo dos mecanismos de indugédo de
tolerAncia imunoldgica especifica para antigeno em um sistema imunolégico ja

estabelecido.

Figura 15. Tolerancia central e periférica a autoan tigenos . Figura adaptada do material complementar

on-line Abbas, Imunologia celular e molecular.

As caracteristicas imunolégicas da ITI sdo, um sistema imune preparado por uma
exposicao cronica a um antigeno proteico (FVIII), a modulacdo de uma resposta de
anticorpos estabelecida a este antigeno protéico e a indugdo de uma tolerancia
imunoldgica de longa duracdo. No inicio da ITI, o sistema imune de pacientes com
inibidores de FVIII é provavelmente caracterizado por uma forte memoria imune
especifica para FVIII, consistindo de células T CD4* de memodria especifica para FVIII,
células B de memoria especifica para FVIII e plasmdcitos que produzem anticorpo anti-
FVIIl. E provavel que todas as trés classes de células de memdria contenham
subconjuntos de células de vida longa que devem ser capazes de sobreviver mesmo
guando o paciente ndo recebe nenhum tratamento adicional com FVIII. Pode-se esperar

que esses subconjuntos de células de memoria de vida longa especificas do FVIII
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precisem se tornar inativadas ou erradicadas durante o curso de ITI bem-sucedida. As
células plasmaticas regulam negativamente os receptores de antigenos durante a
diferenciacéo terminal. Portanto, a inibicdo antigeno-especifica direta ou a deple¢éo de
células plasméticas produtoras de anticorpos de vida longa pelo ITI parece bastante
improvavel. Com base no conhecimento imunolégico atual, esperamos que células B de
memoria especificas para FVIII e células T CD4* com memaria também especifica para
FVIII se tornem funcionalmente inativadas e/ou depletadas durante o curso de ITI bem-
sucedida (53).

Como resultado da inibicdo ou deplecao de células B de memoria e/ou células T
CD4* de memodria, o pool de células plasméticas produtoras de anticorpos de vida longa
nao seria mais reabastecido pelas células B de memoaria que se diferenciam em células
plasméticas produtoras de anticorpos. Conseguentemente, a reexposicdo ao FVIII
deixaria de estimular a diferenciacdo de células B de memdéria em células plasmaticas
produtoras de anticorpos, 0 que poderia eventualmente levar a extincdo de células
plasméticas produtoras de anticorpos anti-FVIIl de vida longa. Para a manutencao da
tolerancia imunoldgica especifica ao FVIII, a completa inativacdo ou deplecéo de todas
as células T CD4* especi cas do FVIII ou a indugéo de uma tolerancia imunoldgica ativa,
por exemplo, por indugdo de células T reguladoras especificas ao FVIII deve ser
essencial. Dois estudos recentes demonstraram que a exposi¢ao cronica de um sistema
imune inativado a antigenos leva a inducdo de células T com propriedades
reguladoras(90)(91). A exposicéo prolongada ao antigeno pode, na auséncia de sinais
de ativagdo completa, levar a selecdo de células T com propriedades reguladoras. A
exposicao cronica de pacientes com hemofilia A ao FVIII pode induzir células T capazes
de suprimir a atividade de células T efetoras especificas para FVIII. Como
consequéncia, as células T efetoras ndo seriam mais capazes de fornecer ajuda a
células B especificas de FVIII, o que impediria a diferenciacdo dessas células B em
células plasméticas produtoras de anticorpos e, eventualmente, levaria a delecao
dessas células B (53).

Neste contexto, a inducdo de tolerancia imune em pacientes portadores de
hemofilia € um instrumento importante para avaliacdo da resposta imune celular e
humoral ao FVIII em pacientes com hemofilia A e inibidores. Até o0 momento, ndo ha
estudos que avaliam em longo prazo o comportamento do sistema imunoldgico destes
pacientes frente a uma avaliacdo conjunta de imunoglobulinas, citocinas intracelulares
e frequéncia de células B e T de funcao regulatorias correlacionado ao desfecho clinico
de sucesso e falha da ITI.

A avaliacdo da correlagéo entre a interacdo de resposta humoral e celular em

pacientes portadores de hemofilia A submetidos & ITI pode contribuir para o
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esclarecimento da fisiopatologia dos inibidores. Além disso, o conhecimento do
mecanismo de tolerancia contribui para novas estratégias que possam promover uma
tolerdncia mais rdpida e possivelmente menos dispendiosa para o paciente com

hemofilia A.
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2. RACIONAL/HIPOTESE

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa evidenciaram que em pacientes
portadores de hemofilia A com inibidor classificados como alto respondedores ao FVIII,
houve correlacdo entre altos titulos de inibidor > 5 UB/ml e a presenca de apenas uma
subclasse de imunoglobulina com especificidade ao FVIII, a lgG4. Neste estudo, quando
os pacientes foram considerados baixo respondedores, com titulo 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 titulos de inibidor
no momento da avaliagcdo, a 1gG4 anti-FVIII ndo foi identificada. Essa avaliagc&o foi
realizada em um estudo transversal e confirmada na avaliagdo longitudinal de alguns
pacientes tratados sob demanda com concentrado de FVIIl. Portanto, o perfil das
imunoglobulinas envolvidas com o desenvolvimento dos inibidores, sobretudo em altos
titulos, foi relacionado a presenca da subclasse 1gG4.

A presenca de IgG4 em outras situac@es é classicamente considerada como um
bom fator progndstico, pois nos udltimos anos tem sido relacionada a resposta
imunoldgica de tolerancia em situagdes tardias a reacao alérgicas ou parasitarias. As
pesquisas recentes tém demostrado que a presenca de IgG4 esta associada a uma
funcao patolégica em um grupo de doencas de carater autoimune, chamadas doencas
fibro-inflamatoria sistémica (92)(61). A IgG4 tem um espectro clinico amplo em que
multiplos 6rgaos afetados e o diagnéstico depende de achados histopatoldgicos tipicos,
além da elevada expressao de IgG4 em plasmacitos no tecido acometido. Esta resposta
“anormal” nos fez pensar sobre o mecanismo que leva o sistema imunolégico destes
pacientes a produzir esta subclasse especifica de imunoglobulinas. As doencas fibro-
inflamatodria sistémica apresentam carater autoimune e também tém sido associadas a
disfungdo de células T reguladoras(93). Na literatura também ha evidéncias que
demonstram que células B secretam 1gG4 através de sinalizagédo de 1L10(94).

Contudo, a hipo6tese deste trabalho foi que as células T e B reguladoras exercem
um papel fundamental na producgéo e/ou tolerancia a proteina do FVIII e desta forma
tornou-se interessante a avaliagdo longitudinal de amostras de pacientes submetidos a
protocolos de ITI para avaliagdo de imunoglobulinas, citocinas e células envolvidas
neste processo e a posterior confirmacgéo destes resultados com um estudo de coorte

transversal com maior numero de pacientes avaliados.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi caracterizar o mecanismo de tolerancia imunolégica

ao FVIII em pacientes com hemofilia A com inibidor submetidos ao protocolo de Inducdo

de Tolerancia Imune (ITI).

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

Através de um estudo de coorte longitudinal prospectivo, avaliar: (1) Subclasses
de imunoglobulinas IgG1 e IgG4 especificas para FVIII; (2) Fungéo de células T
efetoras CD4*; e células B CD19* em cocultura de PBMC através da avaliagéo
de TNF- , TGF- , IL4, IL5, IL10, IL21 intracelular ao estimulo de FVIII/PMA; (3).
Frequéncia dos linfécitos T e B reguladores (CD4*, CD25* FOXP3"), (CD19*
CD24" CD38") em sangue periférico.

Através de um estudo de coorte transversal, com maior nimero de pacientes ITl,
confirmar os dados obtidos no estudo longitudinal e acrescentar avaliacbes
pertinentes para a melhor compreensdo entre as diferencas de resposta
imunoldgica dos pacientes de desfecho clinico de sucesso e falha a ITI, avaliar:
(1) Subclasse de imunoglobulina 1gG4 especificas para FVIII; (2) Funcdo de
células T efetoras CD4", e células B CD19" em cocultura de PBMC através do
TNF- , TGF- , IL4, IL21, IL10, IL33, IL9 intracelular ao estimulo de FVIII/PMA;
(3) Frequéncia células T CD4* reguladoras e de células B CD19* efetoras, de
memoria e reguladoras; (4) Funcdo de células B CD19* efetoras e reguladoras

sob células T CD4* e correlacionar com anticorpos neutralizadores.
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4. METODOLOGIA
4.1 Casuistica

Os pacientes avaliados neste estudo fazem parte do cadastro de pacientes com
coagulopatia da Unidade de Hemofilia do Hemocentro da Unicamp, que totalizam 975
individuos. Destes pacientes, 333 sdo pacientes com hemofilia A, sendo 206
classificados como grave. A prevaléncia de inibidor entre os pacientes com hemofilia A
€ 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 inclusdo de pacientes foi iniciada no trabalho de mestrado). Todos
0s pacientes iniciaram o tratamento de ITI com baixa dose de concentrados de FVIII
derivado de plasma (pdFVIll), utilizando doses de 35 a 50 Ul/kg 3 vezes por semana.
As amostras foram coletadas e avaliadas pré-tratamento (baseline), durante e apés 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 (pdFVIil),
utilizando doses de 35 a 50 Ul/kg 3 vezes por semana. Esses pacientes foram avaliados
pré e durante a ITl, com avaliagBes laboratoriais ao final do protocolo na conclusdo do
desfecho clinico.

Todos os procedimentos seguiram os padrdes éticos estabelecidos. Apos a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos pacientes e/ou
seus responsaveis legais, foram coletadas amostras de sangue de cada paciente no
estudo prospectivo, em seguida processadas e armazenadas no Laboratério de
Hemostasia do Hemocentro de Campinas da Unicamp, seguindo as normas
determinadas no procedimento operacional referente ao biorrepositorio deste estudo.
No estudo retrospectivo, as amostras previamente armazenadas foram analisadas apo6s
a assinatura do TCLE desse estudo. Em anexo o parecer do comité de ética da

faculdade de medicina da Universidade Estadual de Campinas.
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4.2 Protocolo de Imunotolerancia utilizado e defini ¢Oes de resultado

Todos os pacientes utilizaram como protocolo inicial de ITI, um regime de baixa
dose de concentrado de fator VIl (25 a 50 Ul/kg, trés vezes por semana), com diferentes
concentrados de fator VIl derivados de plasma, contendo ou ndo FVW, ou concentrado
de fator VIII recombinante somente. Apds 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:

@ sucesso_completo, definido como inibidor ndo detectavel (titulo < 0,6

UB/mL), recuperacéo do fator VIII > 66% dos valores esperados, uma
meia-vida do fator VIII > 6 horas e auséncia de resposta anamnéstica
apos a exposicao ao fator VI

(i) sucesso parcial: titulo do inibidor < 5 UB/mL e/ou recuperacéo de fator

VIII < 66% dos valores esperados e/ou meia vida do fator VIII < 6 horas,
com resposta clinica a infusdes do fator VIII sem aumento do titulo de
inibidor > 5 UB/mL

(iii) falha: a falta de critérios para o0 sucesso total ou parcial no prazo de 33

meses de tratamento.

4.3 Desenvolvimento técnico durante o estudo

No desenvolvimento deste trabalho, duas sugestdes de modificacdes técnicas
foram propostas, com o objetivo de melhorar as metodologias utilizadas na deteccéo
dos inibidores de FVIII. E importante salientar que a metodologia atualmente empregada
para a deteccdo de inibidores apresenta um alto coeficiente de variacdo, que pode
chegar até 50% (95). As sugestbes de melhoria da técnica resultaram em um trabalho
desenvolvido e publicado por nosso grupo em 2015 que apresenta uma ferramenta pré-
analitica para melhora da sensibilidade técnica do método de Bethesda modificado,
especialmente para as avaliacdes de ITI (Anexo II) (96). Um segundo trabalho que esta
em processo de submissdo tem a proposta de aperfeicoar a deteccao do inibidor de
FVIII, com a avaliacdo do FVIII por uma técnica alternativa e interpretacdo conjunta de

determinacgéo da quantidade e func&o 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

analise.
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Tabela 1. Tipo de amostras coletadas de sangue periférico e testes realizados

Paciente com hemofilia com histéria de inibidor

Determinacéo de inibidor de FVIII
(método de Bethesda modificado)

Determinacéo das imunoglobulinas

5 tubos de citrato (método ELISA in house)

(total 25 ml)*

FVIII:C (método cromogénico e
coagulométrico)

Determinacédo de frequéncia celular
(citometria de fluxo)

5 tubos de Producao de citocina intracelular (co-
heparina cultura PBMC)

(total 30 ml)*
“Sorting” de células B para avaliacéo
de citocinas especificas em CD4* e
CD19*

* Para os pacientes pediatricos, o volume da coleta de sangue respeito ao volume maximo
recomendado de 3% do volume total de sangue durante um periodo 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% € de 2,4 mL de sangue por kg de peso corporal. Portanto, em
algumas ocasides a coleta das amostras de citrato e heparina ocorreram em momentos distintos.

4.5 Determinacédo 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 -80°C até o ensaio ser
realizado. Os anticorpos neutralizantes anti-FVIII (inibidores) foram detectados pelo
ensaio de Bethesda com modificagdo de acordo com o protocolo da Federacdo Mundial
de Hemofilia (95). Para melhorar a sensibilidade do teste, as amostras para avaliacéo e
inibidor em ITI foram previamente tratadas com calor, 56°C em 30 minutos (96).
Considerando a alta variacdo deste ensaio, demonstrada por diferentes controles de
gualidade externos, realizamos trés diferentes diluicdes de determinagéo de FVIII para
cada andlise. Todos os pacientes foram rastreados com amostra nao diluida e, quando
o resultado foi positivo, entdo seguimos as avaliagcdes com um intervalo de diluicbes de
1:2 até 1:320 com tampao de imidazol 0,1 M, pH 7,4 (Instrumentation Laboratory
Bedford, Massachusetts, EUA). Cada dilui¢cdo foi novamente diluida na propor¢éo 1:2
com um pool de plasma normal, considerado a fonte de FVIII de concentracdo

conhecida. Em seguida, todas as diluicdes foram incubadas por 2 horas a 37°C. A
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atividade coagulante de FVIII (FVIII:C) em cada amostra foi medida com metodologia
coagulométrica de um estégio pelo método de tempo de tromboplastina parcial ativado
(TTPa), utiizando o reagente cefalina (Instrumentation Laboratory Bedford,
Massachusetts, EUA), plasma deficiente em FVIII (Instrumentation Laboratory Bedford,
Massachusetts EUA) como substrato no analisador de coagulacdo TOP 550
(Instrumentation Laboratory Bedford, Massachusetts, EUA). As curvas de calibracdo
foram preparadas usando plasma de referéncia padrdo (Instrumentation Laboratory
Bedford, Massachusetts, EUA). Os resultados foram calculados por regresséo 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 nédo diluidas se a atividade residual foi 100%, o
resultado foi relatado como 0 UB/ml. Se a amostra ndo diluida foi <100% de fator
residual, foram avaliadas diluicbes adicionais até se atingir uma atividade residual entre
25% e 75%. Neste caso, pelo menos trés diluicdes foram plotadas na curva da linha
para verificar a cinética do anticorpo. O paralelismo entre as trés diluicdes foi avaliado
e o coeficiente de variagdo <15% foi aceito. A atividade residual de 50% de diluicéo foi
selecionada para o resultado final. Para todas as amostras diluidas, o fator de diluicdo
aplicado foi considerado para o resultado final. O inibidor positivo foi definido como >
0,6 UB/ml.

4.6 Deteccao de subclasses de IgG anti-FVIII por EL  ISA

As subclasses 1gG 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, Franca) e um concentrado FVIII recombinante
(rFVIIl), Advate®, (Shire, Lexington, MA, EUA). No primeiro dia, as placas de poliestireno
(Nunc-Immuno ™ PolySorp®, Thermo Scientific ™, EUA) foram revestidas com 5 Ul/mL
de FVIII a 4C por 12h. No segundo dia, as placas foram lavadas (solu¢do salina
tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4 contendo Tween 20) e locais de ligacdo néo
especificos foram bloqueados por incubacdo de tampfes de bloqueio (tampdo de
lavagem com albumina de soro bovino (BSA) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, considerando o segundo passo de lavagem, as amostras de plasma
dos pacientes ITI e dos controles negativos (individuos saudaveis) e de controles
positivos (paciente com inibidor de alto titulo) foram incubadas durante 2h a 37<C.
Depois da terceira lavagem foi adicionado anticorpos anti-humano-lgG especifico para

subclasses 1gG1, IgG4 (Southern Biothechnology Inc., EUA) foram aplicados como um
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anticorpo secundario conjugado com enzima cromogénica com incubacao de 1h a 37<C.
ApGs o ultimo passo de lavagem, O-fenilenodiamina (OPD) foi adicionado e incubou-se
a temperatura ambiente no escuro. A densidade éptica (OD) para cada amostra foi
avaliada por Microplate Reader (Sunrise™ Tecan, Suica) em 492 nm. A amostra inicial
de diluicdo para avaliagédo foi de 1:20 e as amostras foram consideradas positivas
guando a densidade Optica foi maior do que o corte estabelecido por amostras de
individuos saudaveis e o branco. Quando as amostras foram positivas, analisou-se pelo
menos 7 diluicbes de 1:20 a 1:640 de cada paciente. Para o resultado de cada amostra,
foi construida uma curva linear para confirmar a reatividade de IgG contra FVIII. A
precisdo (variabilidade inter- e intra-ensaio) do método foi avaliada e a variabilidade foi
+ um passo de diluicdo em inter-ensaios. Técnica baseada em Isotype Determination of

Antibodies. Current Protocols in Immunology (97).

4.7 Preparacdo 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 centrifugacdo em gradiente usando Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, Inc., St.
Louis, MO, EUA), centrifugacao 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
concentracdo 1x1068 linfcitos viaveis 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 antibiético. Quando as células foram criopreservadas, utilizou-
se uma concentracdo final de 10% de dimetilsulféxido (DMSO) em SFB. As PBMCs
foram aliquotadas em 1x10’ linfécitos/ml. Para o descongelamento da PBMCs, as
células foram descongeladas rapidamente, e diluidas lentamente com RPMI para
remover DMSO. O RPMI foi aquecido a 37°C em banho-maria antes do
descongelamento. Os crioviais foram transferidos do nitrogénio liquido para o banho-
maria 37C. O RPMI aquecido foi adicionado gota a gota no criovial contendo a
suspensao celular, lentamente ao longo de um periodo de 30 segundos, e adicionou-se
1 ml de RPMI a uma suspensao celular contendo 1 ml criovial. Em seguida, as células
foram transferidas para um tubo de centrifugacdo de polipropileno contendo 5 ml de
RPMI aquecido e centrifugado a 200 g durante sete minutos. A concentracdo de trabalho
final foi de 1x10° 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 Andlise de citocinas intracelular especificasa o antigeno 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, 1x10%° PBMC viaveis foram incubadas
durante 6 h a 37C numa incubadora humidificada com CO2 a 5% para cada protocolo
de estimulagdo, (a) 10 Ul/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) ndo estimulado como controle. As reagBes de células
relacionadas a apresentacdo de antigenos sdo impedidas pela presenca de inibidores
de transporte, como a brefeldina A (BFA). Por conseguinte, as células foram
primeiramente incubadas com o antigeno durante 2 h. Em seguida, adicionou-se BFA
(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA) a uma concentracao final de 10 mg/ml nas
culturas durante as ultimas 4 h da incubacédo de 6 h. Ao inibir a secrecéo de citocinas, o
BFA aumenta a quantidade de citocinas no complexo de Golgi e, assim, aumenta a
deteccdo das mesmas na regido intra-celular. As culturas de controle positivo,
denominadas culturas estimuladas com PMA, normalmente demonstram altos niveis de
TNF*. As PBMCs também foram cultivadas sem qualquer estimulo para avaliacdo de
controle negativo. Apos o periodo de incubacdo, 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 possivel. O equipamento utilizado
para a andlise da citometria de fluxo foi o FACSCalibur (BD BioSystems). Para a
segunda fase do trabalho as citocinas avaliadas foram L4, IL21, IL10, IL9, IL33 e a
incubacdo das amostras foi com aproximadamente 1x10® PBMC viaveis incubadas
durante 24 h a 37<C numa incubadora humidificada co m CO2 a 5% para cada protocolo
de estimulacdo. Entdo, as células foram primeiramente incubadas com o antigeno
durante 19 h. Em seguida, adicionou-se BFA (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA)
a uma concentracao final de 10 mg/ml nas culturas durante as ultimas 5 h da incubacéo.
Técnica baseada em Detection of Intracellular Cytokines by UNIT 6.24 Flow Current

Protocols in Immunology (99).

4.9 Andlise de citometria de fluxo de células T e B para frequéncia celular e
“sorting” de células B reguladoras CD19 * CD24" CD38"
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A avaliagcdo das células T e das células B por citometria de fluxo foi realizada
com baseado no protocolo da BD-Bioscience, com o0 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 | de
células foi adicionado 5 | de anticorpo monoclonal marcado com fluorocromo. As
amostras foram protegidas da luz e incubadas a temperatura ambiente durante 20 min.
Uma vez marcadas, para T regs as células foram permeabilizadas e fixadas. Um total
de 50.000 eventos no minimo foram registrados para cada ensaio quando possivel. O
equipamento utilizado para a analise da citometria de fluxo foi o FACSCalibur (BD
BioSystems). Os resultados foram expressos como porcentagens da populacdo de
linfécitos CD4* e CD19*. A separacdo de células B reguladoras foi realizada no
equipamento BD FACSAria Il (BD BioSystems).

4.10 Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas utilizando o programa estatistico
Prism5.0 GraphPad. As variaveis quantitativas foram descritas na forma de mediana
com um intervalo de minimo e maximo. Para comparagéo de variaveis quantitativas ndo
paramétricas entre os dois grupos, o teste de Mann-Whitney foi aplicado, enquanto que
o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparacdo acima de dois grupos. O
coeficiente de correlacdo de classificacdo de Spearman ou Pearson foram utilizadas
para avaliar a relacdo entre dois parametros quantitativos no mesmo grupo, em casos
de haver distribuicdo normal ou ndo. 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 analises.
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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 inicio do
tratamento de ITI, entre maio de 2010 a maio de 2017. A mediana de idade no inicio do
tratamento de ITI foi de 5,2 anos (1,8 a 13,2 anos) e a mediana do titulo de inibidor pré
ITI foi de 6,8 UB/mI (3,2 a 16,3 UB/ml). A mediana do pico histérico de inibidor foi de 55
uB/ml (9,2 a 150 UB/ml). Trés pacientes alcancaram resposta completa de sucesso para
a ITI com uma mediana de resposta de 40 meses. Um paciente apresentou falha apos
trés tentativas de ITl. As caracteristicas clinicas destes pacientes e os detalhes do

protocolo estdo demonstrados na tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes com hemofilia A grave, submetidos ao

tratamento de ITI, incluidos na primeira fase do estudo.

Pacientes 1 2 3 4
Idade do primeiro inibidor 2a2m la2m la 10m 3allm
Idade no inicio da ITI 5a 9m 4a7m lallm 13a2m
Pico historico inibidor 150 54 9,2 56
(UB/ml)
Inibidor pré ITI (UB/mlI) 3,2 3,7 16,3 10
Resposta ITI aos 33 meses Sucesso parcial Sucesso parcial Sucesso Falha
Desfecho clinico ITI Sucesso Sucesso Sucesso Falha
Tempo para atingir tolerancia 40 meses 47 meses Més 7 Falha ap6s
ao FVIII (més 7 do 22ITI)  (més 14 do 2°2ITI) 1’ Protocolo ITI 3’ Protocolo ITI
Periodo de seguimento 5 anos 5 anos 4 anos 4 anos
(72 meses) (72 meses) (48 meses) (48 meses)
Protocolo inicial utilizado 50 Ul/kg 25 Ul/kg 30 Ul/kg 75 Ul/kg
3x/semana 3x/semana 3x/semana 3x/semana

O paciente 1 obteve sucesso na ITI no més 7 do 2° protocolo ITI, com titulo de
inibidor de 0 UB/ml, recuperacédo de 66% e meia-vida de 7 horas para o FVIII (figura 16).
O paciente 2 alcangou o sucesso na ITlI no més 14 do 2° protocolo ITI, com titulo de
inibidor de 0,3 UB/ml, recuperacao de 66% e meia-vida de FVIII de 16 horas (figura 17).
O paciente 3 obteve sucesso na ITI no més 7, com titulo de inibidor de 0,56 UB/ml,
recuperacdo 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 titulo de inibidor de
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6,7 UB/ml no més 33 e manteve inibidor positivo durante os trés diferentes tipos de

protocolos ITI (figura 19).

Figura 16. Seguimento clinico ITI paciente 1 . Seguimento clinico do paciente 1 quanto ao tipo de
tratamento e intervencgdes durante os protocolos de ITI ao qual foi submetido e desfecho clinico. Este

paciente apresentou sucesso na ITl apés 2 protocolos distintos de ITI.

Figura 17. Seguimento clinico ITI paciente 2.  Seguimento clinico do paciente 2 quanto ao tipo de
tratamento e intervengdes durante os protocolos de ITI ao qual foi submetido e desfecho clinico. Este

paciente apresentou sucesso na ITl apéds o segundo protocolo de ITI.
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Figura 18. Seguimento clinico ITI paciente 3. Seguimento clinico do paciente 3 quanto ao tipo de
tratamento e intervencgdes durante os protocolos de ITI ao qual foi submetido e desfecho clinico. Este

paciente apresentou sucesso na primeira tentativa de ITI.

Figura 19. Seguimento clinico ITI paciente 4. Seguimento clinico do paciente 4 quanto ao tipo de
tratamento e intervencgdes durante os protocolos de ITI ao qual foi submetido e desfecho clinico. Este
paciente apresentou falha na ITI nos trés protocolos ao qual foi submetido.

Na tabela 3, estdo descriminados o nimero de amostras analisadas quanto a

gquantificacdo de inibidores e imunoglublinas realizados durante o estudo para cada
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paciente e os valores de mediana com minimo e maximo. Também foi observado

correlacéao entre anticorpos inibidores e 1gG4 anti-FVIII.

Tabela 3. Determinagdo da quantificacdo de inibidores e imunoglobulina 1gG4 dos

pacientes inclusos na primeira fase do estudo.

Mediana Minimo Maximo IgG4 anti-FVIII*

UB/ml UB/ml UB/ml
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)

* Correlacdo de Sperman quantificagdo 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 periodo 72 meses, ou seja, aproximadamente dois anos
e meio apOs obtencdo do sucesso na ITI (figuras 20 e 21, respectivamente). Os
pacientes 3 e 4 foram avaliados apds 23 e 58 meses ap0s ITI (figuras 22 e 23,
respectivamente). Os titulos de inibidor e as imunoglobulinas IgG1l e IgG4 anti-FVIII
foram realizadas durante um periodo de 4 a 5 anos ap0s o inicio do protocolo de ITI,
correspondente ao tempo em que se obteve o sucesso da ITI ou 0 momento da Ultima
avaliacéo realizada.

Entre os quatro pacientes, 3 apresentaram sucesso completo para a ITlI com
melhora clinica e nos parametros farmacocinéticos. O paciente 4, que ndo atingiu
sucesso completo no momento da avaliacdo no més 33, mostrou presenca persistente
de 1gG4 anti-pdFVIII com niveis elevados. Os pacientes 1, 2 e 3 evidenciaram ao final
do tratamento auséncia de 1gG4 anti-FVIII. A linha de tendéncia observada para IgG4
anti-FVIIl ndo foi observada para IgG1 anti-FVIII de acordo com inibidor anti-FVIII entre
0s pacientes. Interessante notar que o paciente 2 apds 0 sucesso alcancado com o titulo
de inibidor negativo e baixos niveis de IgG4 anti-FVIII, evoluiu com aumento no titulo de
inibidor e 1gG1 anti-FVIII ap6s receber uma vacina, este inibidor foi negativado apés
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  |. Avaliacd@o longitudinal do paciente 1

com sucesso completo de ITI no més 7 do 2°Protocolo .

Figura 21. Imunoglobulinas IgG1 e IgG4 paciente 2 durante a IT  |. Avaliagdo longitudinal paciente 2 com
sucesso ITl. No més 22 da ITI, ap6s receber imunizagdo vacinal, o titulo do inibidor aumentou sem

relevancia clinica e poucas semanas depois foi negativo.
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Figura 22. Imunoglobulinas IgG1 e IgG4 paciente 3 durante a IT | Avaliagdo longitudinal do paciente 3

na ITl com sucesso completo de ITI no més 7.

Figura 23. Imunoglobulinas IgG1 e IgG4 paciente 1 durante a IT  |. Avaliacdo longitudinal do paciente 4
na ITI. O paciente evoluiu com falha da ITI no més 33. Do més de 33 a 48, o paciente foi submetido ao
protocolo de resgate com rituximabe 100mg/dose por semana por 4 semanas consecutivas, porém nao foi

observada diminuigBes no titulo de inibidores ou anti-pdFVIIl de 1gG4.
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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 pos ITl, para verificar qual perfil de citocinas intracelulares conduz a IgG4 em uma
avaliacdo longitudinal. A frequéncia de citocinas intracelulares de células CD4*, com e
sem estimulagéo com FVIII esta representada na figura 24. O periodo de avaliacdo apds
ITI durante a profilaxia foi no més 20 (0,54 UB/ml) para o paciente 1; no més 14 do
segundo protocolo da ITI (0,26 UB/ml) para o paciente 2; no més 20 durante a profilaxia
(0 UB/ml) para o paciente 3; e no més 14 do terceiro protocolo da ITI (3,75 UB/ml) para

0 paciente 4.

Figura 24. Citocinas intracelulares pré e pés tratamento ITIp  aciente 1-4 . As citocinas intracelulares em
células T CD4* foram avaliadas no tratamento pré apoés ITl, para todas as analises a reatividade das
citocinas foi observada com e sem estimulagdo com FVIII. Neste grafico, estdo os resultados de citocinas
apos a estimulacao com FVIII para CD4* IL4; CD4* IL5; CD4* IL10; CD4* IL21; CD4* TGF-B.



69

Os perfis de citocinas pré-inflamatorias no inicio da ITI para IL4 proveniente de
CD4* mostraram resultados similares para a maioria dos pacientes, com frequéncia de
producdo desta citocina de até 4% das células. Nao foram observadas as produc¢des de
IL5 ou IL10 por estas células. A IL21 foi observada com valores elevados apenas para
0 paciente 2 (22,8%) e o TGF-B foi observado apenas para o paciente 1 (1,6%). Nas
andlises apos ITI, IL4 e IL5 foram quase indetectaveis. Niveis aumentados de IL10 foram
observados para pacientes 3 e 4. A1L21 e o TGF-B mostraram resultados mais elevados
para os pacientes 2 e 4 quando comparados com os pacientes 1 e 3.

Apos andlise das citocinas, observou-se distinta elevagéo de IL21 e TGF-B nas
amostras do paciente 2, que levou maior tempo para adquirir tolerancia ao FVIII. O
paciente 4, que evoluiu falha na ITI, apresentou mesmo perfil. Desta forma, a fim de
avaliar a presenca destas citocinas e a relagdo com a presenca ou ndo de células T
CD4* com carater regulatério, o paciente 2 foi selecionado para uma segunda avaliacdo
de citocinas intracelulares. Uma vez que este paciente apresentou recuperacao no
namero de células T reguladoras apés 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 transcricdo intracelular e necessitar a permeabilizacdo da célula para
a sua avaliacdo, ndo pode passar pelo sorting). Os resultados na figura 25 demostram
que IL21 e TGF-B apresentaram maior frequéncia quando as células reguladoras CD4*
CD25* estavam ausentes. A analise foi realizada com células sem estimulo em negro,

com estimulo inespecifico (PMA) em azul e com estimulo especifio (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, apds estimulo com PMA (azul), FVIII (vermelho) ou ndo

estimuladas (preto).

Para avaliar a sustentacdo da resposta ao protocolo de ITI, além das avaliagbes
do perfil de inibidores, IgG1 anti-FVIII, 1gG4 anti-FVIIl e citocinas intracelulares CD4",
também foram avaliados citocinas intracelulares de CD19* em PBMC, ap6s um longo
periodo do inicio da ITI. Para esta avalia¢do, as citocinas intracelulares foram obtidas
apos a estimulacao inespecifica das células com PMA e estimulagdo especifica com
FVIII. Os pacientes 1 e 2 foram avaliados ap0s cinco anos de tratamento ITI, paciente 3
e 4 apo6s quatro anos de tratamento ITI.

Neste momento de analise, 0s pacientes que alcancaram tolerancia
permaneceram com o0 mesmo fendtipo e resultados laboratoriais, com resultados
negativos para inibidores e IgG4 anti-FVIIl. 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 auséncia de 1gG4 anti-FVIII. O paciente 4 com falha de ITI apresentou
4,22 UB/ml e alto nivel de IgG4 anti-FVIII detectado na diluicdo 1:640. O perfil para Tw1,
Tw2 e Tu3 avaliado com estimulacéo especifica FVIII e PMA inespecifica foi CD4* TNF-
A para Tul, CD4* IL4 e CD4* IL5 para Tu2 e CD4* IL10, CD4* IL-21 e CD4* TGF- para
Tu3 e CD19* IL10 para a funcao reguladora das células B. O TNF- produzido por CD4*
e IL4 produzida por CD4" mostrou sensibilizacdo para a maioria dos pacientes ao PMA
e FVIII (figura 26).

Os niveis de citocinas foram elevados independentemente do tipo de
estimulacdo. Valores maiores foram encontrados para IL4 produzida por CD4*. A IL5
produzida por CD4* estava ausente para 0s pacientes 1 e 2 e presente nas amostras
dos pacientes 3 e 4. A IL10 produzida por CD4* PMBC apresentou baixa sensibilizacio
para FVIIl e PMA para pacientes 3 e 4 e ausente para pacientes 1 e 2. E interessante
notar que a IL10 produzida por CD19* foi maior em todos o0s pacientes que alcancaram

0 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* apés até 5 anos do inicio da ITI

paciente 1-4. As citocinas intracelulares em células T e B foram avaliadas apés estimulo com FVIII ou
estimulo inespecifico (PMA) em amostras coletadas apos 3, 4 e 5 anos ap0s 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 alcangaram o sucesso completo do ITI.

A frequéncia das células reguladoras T (CD4* CD25* Foxp3*) e B (CD19* CD24"
CD38") foram observadas no protocolo de ITI nos momentos pré (baseline) e pos
protocolo, figura 27. As amostras dos pacientes 1 e 2 foram avaliadas apés cinco anos
da ITl e para os pacientes 3 e 4, ap0s quatro anos.

Em geral, todos os pacientes apresentaram baixa ou quase auséncia de células
T reguladoras (CD4* CD25* FOXP3*) quando o protocolo de ITI foi iniciado, porém a
frequéncia dessas células mostrou um aumento apoés ITI para todos 0s pacientes que
obtiveram sucesso completo no ITI, exceto para o paciente 4 que evoluiu com falha no
protocolo ITI. As células B reguladoras (CD19* CD24" CD38") um aumento discreto

apos ITl para o paciente 2 e 3.
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Figura 27 . Frequéncia das células T reguladoras (CD4 * CD25* FOXP3*) e células B reguladoras

(CD19* CD24" CD38") nas amostras dos pacientes 1, 2, 3 e 4 pré e pés-tr atamento ITI . Os pacientes
gue 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 apos

o protocolo de ITI.
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5.2 Discussao e conclusdes da primeira fase, estudo longitudinal prospectivo

Na primeira fase de nosso estudo, avaliamos quatro pacientes submetidos ao
protocolo de ITI. Trés pacientes alcancaram resposta completa para a ITI com uma
mediana de resposta de 40 meses (7 a 47 meses). Um paciente (paciente 4) apresentou
falha apds 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 Ul/kg 3x/semana).
Interessante notar, que o titulo do IgG4 anti-FVIIl permaneceu inalterado nas amostras
do paciente 4 que ndo obteve resposta ao protocolo de ITI, sendo que a mesma
desapareceu nas amostras dos pacientes que evoluiram com resposta a ITI.

No que diz respeito aos fatores de mau prognostico ao tratamento de ITI
reportados na literature, incluindo idade 8 anos, iniciar a ITI com mais de dois anos do
diagnéstico inicial de inibidor e titulos de inibidor 10 UB/ml ao inicio da ITI (34), o
paciente 4 apresentava dois fatores de risco de mau prognadstico para a ITl, pois iniciou
o tratamento aos 13 anos de idade, com historia de 10 anos desde que o inibidor foi o
diagnosticado, embora o titulo pré ITI era de 10 UB/ml. Os pacientes 1 e 2 com sucesso
completo ITI, iniciaram o protocolo apds 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 progndéstico 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, € possivel atingir
sucesso completo na ITI, mesmo com a presenca de fator de risco de mau prognadstico.

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 avaliacdo longitudinal da distribuicdo
das imunoglobulinas das classes IgG1l e IgG4 em conjunto com perfil de citocinas
intracelulares estimuladas com FVIII e perfil de células reguladoras durante o periodo
de protocolo ITI. Em estudos prévios nosso grupo demostrou o comportamento das
subclasses IgG1 e IgG4 de ligacédo especifica ao FVIII em uma andlise longitudinal de
pacientes com hemofilia A e inibidores de alta resposta. Nossos resultados demostraram
alto grau de correlacdo entre os titulos de IgG4 e de inibidores (65). Apesar de ser
considerada uma subclasse de anticorpos ndo patolégicos com propriedades anti-

inflamatdrias em outras situacgdes clinicas (101)(102), como a alergia(101), a IgG4 esta
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correlacionada com a presenca de inibidores de alto titulo no contexto da hemofilia. No
entanto, até o momento ndo esta claro o mecanismo em que as subclasses de IgG4
estéo envolvidas relacionado ao desenvolvimento de inibidores de FVIII. Os pacientes
gue alcancaram o sucesso completo na ITI mostraram niveis diminuidos de 1IgG4 com
auséncia de modulacdo de resposta de IgG1l, também apresentaram diminuicdo de
CD4" IL4 quando comparada as amostras pré e pos ITl. O paciente 4 que falhou no
protocol de ITI apresentou presenca continua de IgG4, mesmo quando o titulo 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 correlacao entre titulos 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-FVIll em pacientes com hemofilia
A, incluindo pacientes submetidos ao tratamento ITI e descobriram que, ap6s o ITI com
sucesso, 0s pacientes produziram principalmente isotipos IgG1 e 1gG2 conduzidos por
Twl, enquanto os pacientes em quem a ITI falhou foi observado a presenca de
anticorpos IgG4 conduzidos por Tu2 (100). Waters e cols. também observou uma
resposta imune Tul quando os animais tiveram tolerancia de sucesso com FVIII com
terapia anti-CD3 (103).

As citocinas observadas pré e pés ITI mostram uma reducao de IL4 produzidas
por CD4*, para todos 0s pacientes, até mesmo para o paciente que evoluiu com falha
na ITI. A IL5 produzida por CD4" parece ndo ter nenhuma participagcédo neste contexto.
Quanto alL10, a mesma ndo mostrou relacdo com a resposta ao tratamento, pois estava
ausente nas amostras pré ITI e apos ITl, estava presente nas células CD4* nos
pacientes 3 (com sucesso ao tratamento) e 4 (falha). O papel da IL10 foi anteriormente
relacionado a manutencdo de células T reguladoras em pacientes com hemofilia A
submetidos ao protocolo de ITI (77). No entanto, isso ndo pode ser comprovado em
nosso estudo. As citocinas, CD4" TGF-B e CD4" IL21 apresentaram hiveis mais
elevados para o paciente que levou maior tempo para atingir a tolerancia ao FVIII e para
0 paciente que apresentou falha. Embora tanto a TGF-B, IL21 e IL10 tenham sido
relacionadas a manutencdo e maturacéo de células T CD4* em T reguladoras (104),
recentemente, a IL21 produzida pelos linfocitos T foi descrita com um papel na producao
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 presenca e auséncia de CD25*, e foi observado maior

expressado da IL21 e TGF-B quando as células CD25* estavam ausentes.
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Os quatro pacientes desse estudo, foram avaliados ap6s alguns anos do
desfecho clinico 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 expressao para TNF-A
e IL4, quando as células T CD4* foram estimuladas para FVIIl e PMA, mostrando
resposta do tipo Tl e Tw2, no entanto, ndo especifica ao FVIII. Este resultado corrobora
com observacBes anteriormente descritas. Notavelmente, apenas 0s pacientes que
alcancaram tolerancia ao FVIII, apresentaram niveis elevados de CD19* IL10 apds
estimulo ao FVIII. Isso mostra que as células B que produzem IL10 parecem controlar
a funcéo reguladora e podem ter uma importante participacdo na manutencdo da
tolerancia.

Os resultados de experiéncias em modelos animais de hemofilia demonstram
que as células T reguladoras sédo importantes no controle de respostas de células B ao
FVIII (106). As células T e B reguladoras tém um papel central na autotolerancia e nos
protocolos de inducdo de tolerancia imunoldgica. A maioria dos protocolos de indugao
de imunotolerancia bem sucedidos envolve a expanséo de células T reguladoras (CD4*
CD25* Foxp3*) (107). O conhecimento recente sobre tolerancia, indica que o ambiente
para uma célula T de um meio de ativagdo imune para regulatorio, ndo é apenas
importante para bloguear a ativacao inicial das respostas de anticorpos, mas também
facilita a indugdo e manutencdo da tolerancia especifica ao antigeno (77). Embora
existam estudos que apresentam um aumento das células T reguladoras ap6s o
protocolo de ITI, estes resultados foram demonstrados apenas em estudos pré-clinicos
(106)(103). Pela primeira vez, podemos apresentar os resultados das células T e B
reguladoras pré e pos-protocolo de ITI em diferentes desfechos clinicos. Em nosso
estudo, todos os pacientes no momento pré protocolo de ITI apresentaram baixos niveis
de células T reguladoras. No entanto, ap6s ITI os pacientes que alcancaram tolerancia
imune, apresentaram a recuperacdo de niveis considerados normais, encontrados em
individuos saudaveis (104). Diferente desta situacao, o paciente que falhou ao protocolo
e gue ainda manteve presenca constante de IgG4 anti-FVIII, apresentou auséncia da
recuperacao de células T reguladoras.

As células B reguladoras, reconhecidas como CD19* CD24" CD38",
representam cerca de 1% das células mononucleares do sangue periférico e sua
participacdo sobre a manutencao da tolerancia em diferentes distarbios relacionados a
imunidade € recente na literatura. Um estudo sobre os pacientes submetidos a
transplante renal demonstraram uma correlacao positiva entre o aumento do nimero de
células B CD19* CD24" CD38" produtoras de IL10 e a resposta de tolerancia (108). Em

um estudo sobre artrite reumatoide, os autores demostraram que em individuos
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saudaveis, as células B CD19* CD24" CD38" mantém o equilibrio entre o grupo de
populacdes de T reguladoras e Tul e Tul7. Por outro lado, essas células de pacientes
com artrite reumatoide ativa, conseguiram suprimir a produgédo de IFN- e TNF-A por
células T CD4* CD25", mas ndo conseguiram impedir a diferenciagéo de células T naive
em Tul e Tul7 ou converter células T CD4* CD25 em T reguladoras (108). Em nosso
estudo, os resultados das células B CD19* CD24" CD38" n&o foram expressivos, foram
semelhantes aos observados nas células T reguladoras, ho entanto menos expressivos
endo houve diferenca da frequéncia celular quando avaliadas no inicio 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 clinico do protocolo de ITI
(tabela 4), sendo, grupo 1 9 pacientes com sucesso completo para o protocolo de ITI aos
33 meses; grupo 1l 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 11l 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
raca predominante do grupo foi a negra, onde 16/23 (70%), considerando o critério de
pelo menos um membro da familia ter antecendete africano nas trés ultimas geracoes.
Em relacao 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 presencga de inibidor entre os casos de hemofilia na familia. Em relacéo
a mutagéo do gene do FVIII, foi observado que entre os 20 pacientes com a mutacéo
determinada, 13 (65%) apresentavam a inversao do intron 22 do gene do FVIII, cinco
(25%) apresentavam mutacao de alto risco para inibidor, sendo quatro nonsense e um
frameshift e outros dois (10%) pacientes apresentaram mutacdo missense. Em relagéo
ao historico 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 titulo de 17 UB/ml (intervalo:
1,66 a 150 UB/ml) e a mediana para o pico historico antes da ITI foi e 54 UB/ml (intervalo:
2 a 273 UB/ml). O protocolo utilizado e os parametros de farmacocinética obtidos para
a avaliacdo final do protocolo dos pacientes de acordo com cada grupo encontram-se

nas tabelas 5 e 6.



77

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 raca predominante foi a negra (7/9;
78%) e 3/5 (60%) pacientes com antecedente de hemofilia na familia, apresentavam
antecedente familiar para inibidor. A mutagéo inversao do intron 22 do gene do fator VI
foi encontrada em 56% destes pacientes e é interessante notar que outros trés pacientes
apresentvam mutag¢édo nonsense do gene do FVIII. Quanto ao histérico 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 histérico de inibidor pré ITI foi de 9 UB/ml (intervalo: 2 a 47 UB/ml). A idade
mediana para o inicio da ITI nesse grupo foi de 12 anos (intervalo: 1 a 46 anos). Quanto
as caracteristicas deste grupo para o protocolo de ITI os pacientes com sucesso
completo apresentaram mediana do titulo de inibidor pré-tratamento de 3,4 UB/mI
(intervalo: 0,6 a 7,8 UB/mI). A mediana de anos em relacdo ao tempo do
desenvolvimento do inibidor e inicio da ITI foi de 1,7 anos (intervalo: 0,1 a 16 anos) e o
pico historico de inibidor obtido durante o tratamento 7,8 UB/ml (intervalo: 1,25 a 28,4
UB/ml). A mediana de meses para negativacgao do inibidor neste grupo foi de 6 meses
(intervalo: 1 a 23 meses).

Para cinco pacientes do grupo Il 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 histérico
de surgimento do primeiro inibidor neste grupo a mediana de idade foi de 4 anos
(intervalo: 1 a 18 anos) e o titulo do primeiro inibidor registrado foi de 6,6 UB/ml
(intervalo: 1,9 a 150 UB/ml), com pico historico pré ITI de 31 UB/ml (intervalo: 2 a 150
UB/ml). Em relacéo 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 titulo
de inibidor pré-tratamento de 5 UB/ml (intervalo: 1,7 a 15,5 UB/ml). A mediana de anos
em relacdo ao tempo do desenvolvimento do inibidor e inicio da ITI foi de 0,5 anos
(intervalo: 0,1 a 3,6 anos) e o pico histdrico de inibidor obtido durante o tratamento foi
de 18,31 UB/ml (intervalo: 3,8 a 392 UB/mI). Aos 33 meses de tratamento de ITI os
pacientes desse grupo apresentavam critérios para sucesso parcial, mas apos um
periodo mediano de 41 meses (intervalo: 36 a 47 meses), todos 0s pacientes atingiram
critérios de sucesso completo e desta forma para analise 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 apés estes pacientes terem
negativado o inibidor com resultados adequados da farmacocinética.

Os cinco pacientes do grupo Il com falha ao protocolo de ITl, a mediana de idade
foi de 15 anos (intervalo: 4 a 21anos). Nesse grupo, 50% (2/4) com historia de hemofilia

na familia, apresentavam antecedente de inibidor entre os familiares. Entre os trés
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pacientes com a mutagdo determinada, todos apresentaram inversdo do intron 22 do
gene do FVIII e outros dois ndo tiveram a mutacdo determinada. Quanto ao histérico de
surgimento do primeiro inibidor neste grupo a mediana de idade foi de 3 anos (intervalo:
0,9 a 10 anos), com titulo de primeiro inibidor de 16 UB/ml (intervalo: 1,99 a 78 UB/ml)
e pico historico pré ITI foi de 83 UB/ml (intervalo: 33 a 273 UB/ml). Em relacéo ao
protocolo de ITI mediana de idade para o inicio de ITI foi de 8 anos (intervalo: 1 a 13
anos) e o titulo de inibidor pré-tratamento a mediana foi de 18 UB/ml (intervalo: 11,7 a
65 UB/ml). A mediana de anos em relacdo ao tempo do desenvolvimento do inibidor e
inicio da ITI foi de 1 anos (intervalo: 0,1 a 9 anos) e o pico histérico de inibidor obtido
durante o tratamento de ITI foi 72 UB/ml (intervalo: 23 a 535UB/ml).

O grupo 1V, foi composto por dois pacientes que abandonaram o tratamento de
ITI ap6s 20 e 30 meses e por dois pacientes que permaneciam em tratamento, com 18
e 20 meses do seu inicio, no momento da avaliacao.

A quantificacdo de inibidor por método Bethesda modificado com avaliacédo

cromogénica foi realizada para todos os pacientes inseridos neste estudo (tabela 7).



Tabela 4. Dados demogréficos dos pacientes com hemofilia A incluidos na segunda fase do estudo.
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Idade Hemofilia Raca Histérico Histdrico Mutac&o F8 Titulo Idade Pico histérico
(anos) familiar familiar (INV22) linibidor 19nibidor pré ITI
hemofilia inibidor (UB/ml) (anos) (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. HA.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.RMS. 9 grave negra sim néo missense 1,79 5 7
8. R.V.S. 8 grave branca sim nao INV22 9,19 1 9
9. S.B. 43 grave negra de novo de novo nonsense 5 25 14
Mediana (minimo-méaximo) 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 nao INV22 150 2 150
2. R.J.F. 9 grave branca de novo de novo INV22 1,99 4 2
3.ARS. 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. AAP. 13 grave negra de novo de novo INV22 22 1 54
Mediana (minimo-méaximo) 13 (9-21) - - 20% (1/5) 0% (0/1) 80% (4/5) 6,6 (1,9-150) 4 (1-18) 31 (2-150)
Grupo lll: Falha ITI
1. H.M.S.S. 4 grave negra sim nao 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.HV.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 nao - 21,7 10 273
Mediana (minimo-méaximo) 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.SK. 36 grave negra de novo de novo frameshift 5,75 19 148
2.EJS. 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 (minimo-maximo) 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 (minimo-maximo) | 19 (4-51) | - - - - - | 17(1,66-150) | 10(0,7-35) | 54 (2-273)

INV22: inversao do intron 22 do gene do fator VIII.




Tabela 5. Dados clinicos dos pacientes incluidos na segunda fase do estudo referente ao protocolo de ITI
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Inibidor Idade Anos entre Protocolo inicial ITI Tipo de fator Pico ITI

pré ITI (UB/ml) Inicio ITI (anos) 19nibidor e ITI utilizado-pdF VIl (UB/ml)
Grupo I: Sucesso complet o ITI
1. R.C.de J.S 2,2 12 0,1 25 Ul/Kg 3x semana Recombinante 4,88
2.D.T 5,2 23 15,5 25 Ul/Kg 3x semana Plasmatico 9,77
3.E.J.S. 55 46 10,4 15 Ul/Kg dia alternados Plasmético 13,25
4. H.A.C. 7,8 1 0,1 50 Ul/Kg 3x semana Plasmatico 7,83
5. LM.E. 3,4 2 1,7 20 UI/Kg 3x semana Plasmético 28,4
6. J.J.S. 0,6 41 12,6 25 Ul/Kg 3x semana Plasmatico 7.8
7.R.MS. 2 5 0,2 50 UI/Kg 3x semana Recombinante 7,2
8. R.V.S. 7,3 1 0,1 40 Ul/Kg 3x semana Plasmético 16,3
9. S.B. 1,3 35 10 25 UI/Kg 3x semana Plasmético 1,25
Mediana (minimo-méaximo) 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 Il: Sucesso parcial ITI
1. P.B.C. 51 5 3,6 50 UI/Kg 3x semana Plasmético 62,8
2. RJ.F. 3,9 4 0,1 20 Ul/Kg dia alternados Recombinante 3,88
3. AR.S. 15,5 7 0,5 50 UI/Kg 3x semana Plasmético 18,31
4. G.P.S. 6,6 18 0,1 50 Ul/Kg 3x semana Recombinante 6,59
5. AAP. 1,7 4 3 50 UI/Kg 3x semana Plasmético 392
Mediana (minimo-méximo) 5(1,7-15,5) 5 (4-18) 0,5 (0,1-3,6) - 60% (3/5) 18,3 (3,8-392)
Grupo lll: Falha ITI
1. HM.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 Ul/Kg dia alternados Plasmético 23,00
3. P.H.V.M. 32,7 8 5 50 Ul/Kg 3x semana Plasmatico 33,00
4.S.J.L. 12,2 2 1 60 UI/Kg diéario Recombinante 535,00
5.H.P.F. 17,9 11 0,7 50 UI/Kg diario Plasmético 72,00
Mediana (minimo-méaximo) 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 Plasmatico 47
3. L.RA. 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 (minimo-méaximo) 8 (1,6-15) 20 (1-46) 8 (0,1-14) - 25% (1/4) 90 (7-350)




Tabela 6. Dados clinicos dos pacientes inclusos na segunda fase do estudo referente ao desfecho do protocolo de ITI
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Resposta de ITI Inibidor PK aos Desfecho Meses para Inibidor PK apos
aos 33 meses aos 33 meses | 33 meses de clinico apés 33 atingir tolerancia apoés 33 meses 33 meses
de ITI (UB/ml) ITI (horas) meses de ITI (horas)
Grupo I: Sucesso completo ITI
1.R.C.de J.S Sucesso Completo 0,42 9 Sucesso Completo 18 N&o se aplica
2.D.T Sucesso Completo 0,49 10 Sucesso Completo 2 N&o se aplica
3.E.J.S. Sucesso Completo 0,23 7 Sucesso Completo 23 N&o se aplica
4. HA.C. Sucesso Completo 0,3 8 Sucesso Completo 1 N&o se aplica
5. .LM.E. Sucesso Completo 0,32 - Sucesso Completo 6
6.J.J.S. Sucesso Completo 0,29 27 Sucesso Completo 6 N&o se aplica
7.RMS. Sucesso Completo 0,6 10 Sucesso Completo 12 N&o se aplica
8. R.V.S. Sucesso Completo 0 8 Sucesso Completo 7 N&o se aplica
9. S.B. Sucesso Completo 0,29 10 Sucesso Completo 1 N&o se aplica
Mediana (minimo-maximo) - 0,3 (0-0,6) 9,5 (7-27) - 6 (1-23) -
Grupo Il: Sucesso parcial ITI
1. P.B.C. Sucesso Parcial 2,01 7 Sucesso Completo 42 0,22 11
2. RJ.F. Sucesso Parcial 1,08 9 Sucesso Completo 36 0,04 9
3. AR.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.AP. Sucesso Parcial 1,19 6 Sucesso Completo 47 0,06 16
Mediana (minimo-méaximo) - 1(0,2-2) 6 (3-9) - 41 (36-47) 0,22 (0-0,5) 6 (7-16)
Grupo llI: Falha ITI
1.H.M.S.S. Falha 60,55 N&o se aplica | Falha Nao se aplica
2.J.P.B.S. Falha 3,2 N&o se aplica | Falha N&o se aplica
3. P.H.V.M. Falha 21,83 N&o se aplica | Falha Nao se aplica
4. SJ.L. Falha 31,35 N&o se aplica | Falha Nao se aplica
5. H.P.F. Falha 12,04 N&o se aplica | Falha Nao se aplica
Mediana (minimo-méaximo) - 22 (3-60,5) - - N&o se aplica
Grupo IV: Abandono/em tratamento
1. E.SK. Abandono*20 meses 5,16 N&o se aplica
2.E.J.S. Em tratamento *18 meses 11,93 N&o se aplica
3.L.R.A. Abandono*30 meses 1,99 N&o se aplica
4. G.J.G.S. Em tratamento*20 meses 1,77 N&o se aplica

Mediana (minimo-méaximo)

3,6 (1,7-11,9)




Tabela 7. Caracteristicas das amostras analisadas ap6s o desfecho clinico da ITI
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Tipo de experimento e amostras Anos entre desfecho Anticorpos inibidor e Frequéncia Citocina intracitoplasmética | PBMC completo e na auséncia
avaliadas clinico da ITI e anélise IgGs especificas celular ao estimulo do FVIII de células B reguladoras
das amostras
Grupo |: Sucesso completo ITI
1.R.C.de J.S 2 X X - -
2.D.T 3 X - - -
3.EJS. 3 X X X X
4. HA.C. 3 X - - -
5. LM.E. 2 X - - -
6.J.J.S. 4 X X X X
7.RMS. 3 X - - -
8.R.V.S. 6 X X X X
9.S.B. 7 X X - -
Mediana (minimo-méaximo) 3(2-7) X - - -
Grupo |l: Sucesso parcial ITI
1.P.B.C. 5 X X - -
2.RJ.F. 1 X X X X
3. ARS. 2 X X - -
4.G.P.S. 2 X - - -
5. A.AP. 5 X - - -
Mediana (minimo-méaximo) 2 (1-5) X - - -
Grupo lll: Falha ITI
1. H.M.S.S. 0 X X X X
2.J.P.B.S. 4 X X X X
3. P.HV.M. 3 X X X X
4.SJ.L. 6 X X X X
5. H.P.F. 1 X - - -
Mediana (minimo-méximo) 3 (0-6) X
Grupo |IV: Abandono/em tratamento
1. E.SK 1 X - - -
2.EJS. Em tratamento 1,5 X - - -
3. L.RA. 2 X - - -
4. GJ.G.S. Em tratamento 1,6 X - - -
Mediana (minimo-méaximo) 15 (1-2) X - - -




83

Pacientes que apresentaram sucesso completo (n=14) ao protocolo de ITI,
incluindo pacientes do grupo | e I, 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 diferenca estatistica significativa (p< 0,001) conforme figura 28.

Figura 28. Avaliacao funcional de inibidor especifico ao FVIII em 23 pacientes no desfecho clinico
da ITI. Avaliagao funcional de inibidor especifico ao FVIII da coagulagdo por método Bethesda Modificado
(UB/ml) cromogénico em amostras de pacientes com sucesso completo e parcial (n=14) e falha/abandono

ao protocolo de imunotolerancia ao FVIII (n=9).

A validacdo do ELISA in house para a determinagdo de imunoglobulinas foi
realizada através de diferentes testes de diluicdo do anticorpo anti-lg humana e
avaliacao de amostras de individuos com inibidor negativo e positivo. Para esta fase do
protocolo de ELISA in house, um nimero maior de individuos saudéaveis foi avaliado
para a determinacdo do cut-off, 100 individus saudéveis. Na figura 29 estdo
representados os resultados da validacao 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 frequéncia da IgG4 estdo

representados na figura 30.
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Figura 29 . Determinagao de cut-off para avaliagdo de imunoglobulinas em 100 individuos saudaveis.

Figura 30. Titulagdo da imunoglobulina subclasse Ig G4 especificas ao FVIII por metodologia in
house dos 23 pacientes em ITI. Titulagdo das imunoglobulinas subclasses IgG4 especificas ao FVIII da
coagulagao, avaliadas pelo método ELISA in house sensibilizado com FVIII recombinante, das amostras de
pacientes com sucesso (n= 14) e falha ao protocolo de imunotolerancia ao FVIII (n=9).
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A frequéncia celular de células com perfil T efetoras (CD4") e células T
reguladoras (CD4* Foxp3*) foram avaliadas entre os pacientes do grupo |, com sucesso
da ITI (n=9) e do grupo Ill, 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%), n&o tendo sido observado diferenca entre os
grupos (figura 31 A). No entanto, ao avaliar as células T com perfil de regulagédo (CD4*
Foxp3*), uma diferenca significativa foi observada, sendo que pacientes com falha ao
protocolo de ITI apresentaram uma frequéncia destas celulas 1,85 vezes menor que 0s
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 frequéncia de células T reguladoras é menor
em pacientes que apresentam anticorpos inibitérios e permanece com valor inalterado
durante o protocolo quando ha falha ao tolerar a proteina FVIIl. Os pacientes com
sucesso iniciam com a frequéncia abaixo do intervalo normal esperado, mas recuperam

a medida que o nivel de inibidor diminui e inicia-se a tolerancia a proteina FVIII.

A B

Figura 31. Avaliacao da frequéncia de células T aux iliadoras totais (CD4 *) e células T reguladoras
(CD4* FOXP3*). A) Avaliacao da frequéncia de células T auxiliadoras totais (CD4*) e B) células T
reguladoras (CD4* FOXP3*) em amostras de pacientes com sucesso (h= 9) e falha ao protocolo de
imunotolerancia ao FVIII (n=4).

O perfil de células B (CD19%) foi avaliado neste estudo através dos seguintes
painéis: (1) células B produtoras da imunoglobulina 1gG4 (CD19* CD24- CD38"); (2)
células B reguladoras (CD19* CD24" CD38"); (3) células B de memdria (CD19* CD24*
CD38) e (4) células B naive (CD19* CD24™ CD38™). O perfil destas células apresentou
caracteristicas 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 frequéncia de células B naive (CD19* CD24™ CD38™), seguida da frequéncia de
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células B de memdria (CD19* CD24* CD38") e células B reguladoras (CD19* CD24"
CD38"), e com menor frequéncia para células B produtoras da imunoglobulina 19gG4
(CD19* CD24* CD38"). As células B naive apresentaram diferenca significativa para as
células B regulatérias e células produtoras de IgG4, enquanto as células B de memoéria
apresentaram diferenca significativa para as células B produtoras de IgG4. Os pacientes
com falha ao protocolo de ITI também apresentaram maior frequéncia de células B naive
(CD19* CD24" CD38™), quando comparada as demais, no entanto esta diferenca foi

significativa apenas para as células produtoras de IgG4 (figura 32).

Figura 32. Avaliagdo da frequéncia de quatro perfis de células B. (1) células B produtoras da
imunoglobulina IgG4 (CD19* CD24* CD38"), (2) células B reguladoras (CD19* CD24" CD38"), (3) células
B de memdria (CD19* CD24* CD38), (4) células B naive (CD19* CD24" CD38"), em amostras de

pacientes com sucesso (n= 9) e falha ao protocolo de imunotolerancia ao FVIII (n=4).

Quando o perfil de célula B foi comparado entre os grupos de sucesso e falha ao
protocolo de ITIl, uma diferenca significativa foi encontrada para o perfil de células B
produtoras de IgG4 e células B naive (figura 33). Estas células apresentaram maior
frequéncia no grupo de pacientes que falharam ao protocolo. Este resultado esta em
acordo com a detecgcdo de maior numero de imunoglobulinas da subclasse 1IgG4 com
reatividade especifica a proteina de FVIII quando comparada as demais
imunoglobulinas e a maior correlagdo com anticorpos de funcao inibitéria detectados por

método Bethesda modificado.
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Figura 33. Avaliacdo comparativa entre pacientes co  m sucesso e falha ao protocolo de ITI para o
perfil de células B.  Avaliagdo comparativa entre as amostras de pacientes com sucesso (n=9) e falha ao
protocolo de imunotolerancia ao FVIII (n=4) para os perfis de células B. A) células B reguladoras (CD19*
CD24" CD38"), B) células B produtoras da imunoglobulina IgG4 (CD19* CD24* CD38"), C) células B de
memoria (CD19* CD24* CD38"), D) células B naive (CD19* CD24" CD38™).

A proporcao entre a frequéncia 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 relacdo entre estes dois perfis de células nos
dois grupos. Embora seja observada uma diferenca entre os dois grupos, esta néo foi

significativa (figura 34).

Figura 34. Relagédo entre células B reguladoras e células B sec  retoras de IgG4 no sucesso e falha da
ITI. Avaliagao da proporcéo da frequéncia 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

imunotolerancia 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, ap6s 24 horas de co-cultura de células mononucleares
de sangue periférico (linfécitos, mondcitos e macréfagos) PBMC ao estimulo da proteina
FVIII recombinante. O objetivo foi avaliar a memoria celular na produgéo de citocinas
sinalizadoras de acordo com o desfecho clinico do paciente. Para validar o experimento
a co-cultura foi avaliada em trés situacdes: (1) PBMC sem estimulo, (2) PBMC estimulo
inespecifico com PMA e ionomicina, (3) PBMC estimulo especifico com a proteina 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
minimo e maximo dos resultados, entre os dois grupos de sucesso e falha ao ITI, ndo
foram encontradas diferencas significativas na expressao destas proteinas (figura 36 e
37).
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Figura 35. Validagéo da cocultura com PBMC para avali  acgdo das Interleucinas IL-4, IL-21, IL33 ¥, IL9*,
IL-10 de células T e B ao estimulo de FVIII . Interleucinas IL-4, IL-21, IL33*, IL9*, IL-10 de células T e B,
avaliadas em trés condi¢bes: (1) PBMC sem estimulo, (2) PBMC estimulo inespecifico com PMA e

ionomicina, (3) PBMC estimulo especifico com a proteina do FVIII.

Figura 36. Avaliagdo da producéo de interleucinas i  ntracitoplasmaticas IL4 *, IL21*, IL33*, IL9* de
células T Helper ao estimulo de FVIII. Avaliacdo da frequéncia de citocinas intracitoplasmaticas IL4",
IL21*, IL33*, IL9* de células T Helper estimuladas com FVIIl recombinante, em amostras de pacientes com

sucesso (n=4) e falha ao protocolo de imunotolerancia ao FVIII (n=4).
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Figura 37. Avaliacdo da producéo de interleucinas intracitopla smaticas IL10 *, de células T helper e
células B ao estimulo de FVIII . Avaliagcao da frequéncia de citocinas intracitoplasmaticas IL10* de células
T auxiliadoras e B estimuladas com FVIII recombinante, em amostras de pacientes com sucesso (n=4) e

falha ao protocolo de imunotolerancia ao FVIII (n=4).

Os pacientes avaliados para a producdo de citocinas ao estimulo de FVIII foram
submetidos a uma nova cocultura de células mononucleares de sangue periférico
(linfécitos, mondcitos e células dendriticas) PBMC. Neste experimento dois tipos de
cocultura foram utilizadas e avaliadas em paralelo sob a mesma condicao experimental:
(1) cocultura com PBMC completo e (2) cocultura com PBMC com a retirada de células
B regulatdrias (CD19* CD24" CD38") através de sorting em citometria. O objetivo deste
experimento foi avaliar a producao das citocinas IL4, IL21, IL33, IL9, IL10 pelas células
CD4" e IL10 pela célula CD19*, na presenga e auséncia das células B regulatérias. Esta
avaliacéo foi realizada no grupo de pacientes com sucesso e falha ao protocolo de ITI.
Apesar da frequéncia de produc¢do de citocinas IL4 e IL21 serem maiores na auséncia
de células B reguladoras, e da citocina IL33 apresentar menor frequéncia na auséncia
destas células, ndo houve diferenca significativa entre as coculturas no grupo de

pacientes com sucesso no protocolo de ITI (figura 38).
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Figura 38. Avaliacdo da funcdo de supressdo de célu las B reguladoras em células T efetoras em

amostras de pacientes com desfecho clinico de suces so para ITI . Avaliagcao de pacientes com sucesso
no protocolo de imunotolerancia separados em dois grupos. Grupo | amostras de pacientes com células
PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) totais (PBMC_sucesso) e grupo Il amostras de pacientes com
células PBMC com auséncia de células B reguladoras (PBMC_sucesso Breg (-)). As avaliagbes de CD4*
IL4, CD4* IL21, CD4* IL33, IL9 intracitoplasmaticas foram realizadas com o estimulo com FVIl

recombinante.

Para a citocina IL10 foi observada maior frequéncia de producgéo nas células T

efetoras CD4* quando as células B reguladoras estavam ausentes (figura 39).

Figura 39. Avaliacao da funcdo de supressdo de células B regul  adoras em células T efetoras em

amostras de pacientes com desfecho clinico de suces so para ITI (IL-10) . Avaliagio de pacientes com
sucesso no protocolo de imunotolerancia separados em dois grupos. Grupo | amostras de pacientes com
células PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) totais (PBMC_sucesso) e grupo Il amostras de
pacientes com células PBMC com auséncia de células B reguladoras (PBMC_sucesso Breg (-)). Avaliacdes

de CD4" IL10, CD19* IL10 intracitoplasmaticas foram realizadas com o estimulo com FVIII recombinante.
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Para os pacientes com falha ao protocolo de ITIl, também n&o houve diferenca
significativa entre as duas coculturas para as citocinas 1L4, 1L21, IL33 e IL9 (figura 40).
No entanto, observa-se resultados opostos para a citocinas CD4* IL33 quando
avaliamos a producéo desta citocina no grupo de sucesso e no grupo de falha a ITl, a
producéo e IL33 foi menor na auséncia de células B reguladoras no grupo de sucesso
ao ITl, enquanto que no grupo que falhou os niveis desta citocina foi maior na auséncia
de células B reguladoras. Na presenca de anticorpos inibitérios, € possivel que as
células B regulatérias exercam um papel de inibicdo da producdo de IL33em células T
efetoras CD4*. A IL10 também apresentou maior frequéncia para células T efetoras
CD4* e as células CD19" a auséncia de células B regulatérias apresentou um
decaimento significativo na producéo de IL10, que pode demonstrar que este perfil de
células (CD19* CD24" CD38"), apresenta funcéo de regulagdo através da producéo de

IL10, com destaque desta acdo reguladora em pacientes com inibidor ativo (figura 41).
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Figura 40. Avaliacdo da funcdo de supressdo de células B regul  adoras em células T efetoras em

amostras de pacientes com desfecho clinico de falha para ITI (IL4, IL21, IL33, IL9) Avaliacdo de
pacientes com falha no protocolo de imunotoleréncia separados em dois grupos. Grupo | amostras de
pacientes com células PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) totais (PBMC_sucesso) e grupo I
amostras de pacientes com células PBMC com auséncia de células B reguladoras (PBMC_sucesso Breg(-
)). Avaliagdes de CD4* IL4, CD4* IL21, CD4* IL33, IL9 intracitoplasmaticas foram realizadas com o estimulo

com FVIII recombinante.

Figura 41. Avaliacdo da funcdo de supressdo de células B regul  adoras em células T efetoras em

amostras de pacientes com desfecho clinico de falha para ITI (IL10). Avaliacdo de pacientes com
sucesso no protocolo de imunotolerancia separados em dois grupos. Grupo | amostras de pacientes com
células PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) totais (PBMC_sucesso) e grupo Il amostras de
pacientes com células PBMC com auséncia de células B reguladoras (PBMC_sucesso Breg(-)). Avaliacdes

de CD4* IL10*, CD19* IL10* intracitoplasmaticas foram realizadas com o estimulo com FVIII recombinante.
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5.4 Discussao e conclusdes da segunda fase, estudo transversal

Neste estudo foram inseridos 23 pacientes com hemophilia A grave com inibidor
submetidos ao protocolo de induc¢do de tolerdncia imunolégica. Dos 23 pacientes 4
(17%) abandonaram ou apresentaram adesao inadequada ao protocolo. Os resultados
obtidos de acordo com o desfecho clinico 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 apds 33 meses de
ITI e obtiveram negativacdo do inibidor com uma mediana total de tempo de 41 meses
(minimo 36 e m&ximo de 47 meses). Estes pacientes foram classificados como sucesso
completo ao protocolo apds a negativacao do inibidor, modificando a taxa de sucesso
completo no total de pacientes para 74%(14/19).

Entre a frequéncia de histéria familiar para inibidor, tipo de mutacdo presente e
raca, ndo houve diferenca significativa entre o grupo com sucesso e falha da ITI. Em
relacéo aos fatores de bom progndstico, 5/19 pacientes apresentaram inibidor pré 1Tl >
10 UB/ml destes, 4 apresentaram falha ao protocolo. O pico histérico foi > 200 UB/ml
apenas para um paciente, também com falha ao protocolo (28). O melhor momento para
iniciar a ITl ainda € uma questdo em discusséo, pois h& divergéncias entre as diretrizes.
Alguns estudos evidenciam que a taxa de sucesso foi maior quanto a ITI foi iniciada até
um més da deteccdo do inibidor, enquanto alguns estudos acreditam que o melhor
indicativo de bom progndstico € iniciar a ITI apenas quando o titulo for < 10 UB/ml
independente da idade e tempo do surgimento do inibidor (32), no entanto, nem todos
0s pacientes atingiram titulo de inibidor < 10 UB/ml. A mediana de idade para o inicio
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
concordancia quanto a insuficiéncia de dados na literatura para recomendar um tipo de
produto especifico para ITl. 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 frequéncia de produto derivado
plasmatico foi maior que a de produto recombinante quando comparado ao grupo que
falhou ao protocolo (78% vs. 60%). Quanto ao tempo para atingir a tolerancia ao FVIIl 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 possivel avaliar em um
mesmo grupo de pacientes o perfil de anticorpos inibitérios e nao inibitérios e a relacao

destes quanto a producao de citocinas e o perfil células T e B, de acordo com o desfecho
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clinico do protocolo de ITI. O tempo entre o desfecho clinico da ITI e analise das
amostras apresentou mediana de 3 anos, o0 que evidéncia a ndo recidiva dos pacientes
gue apresentaram sucesso ao protocolo. Foram avaliados anticorpos inibitérios e néo
inibitérios, bem como o perfil de classes e subclasses de imunoglobulinas. Os pacientes
gue obtiveram desfecho clinico de sucesso ao protocolo apresentaram resultados
negativos para a quantificacdo de anticorpos neutralizadores e ndo foi detectado a
presenca de imunoglobulinas IgG4. No entanto, todos os pacientes com falha ao
protocolo apresentaram a presenca de altos titulos da IgG4 e auséncia das demais
classes de subclasses de imunoglobulinas. Estes resultados estdo de acordo com o0s
resultados do nosso grupo, onde evidenciamos que altos titulo de inibidor é
correlacionado com IgG4 e com a primeira fase deste estudo que demostra que
diferente da IgG1 a IgG4 € a unica imunoglobulina que esta presente em alto titulo
durante o protocolo de ITI quando a falha da ITI na tolerancia do FVIII (65). O papel
central desta imunoglobulina tem sido estudado ao longo dos anos. Embora existam
diferencas entre a sensibilidade e especificidade dos métodos aplicados nestes estudos,
todos demostram que a frequéncia e o nivel de IgG4 é maior quando comparada as
demais imunoglobulinas, além de alta correlacdo com os niveis de inibidores detectados
pelo método classico de Bethesda (109) (51). Além disso, Whelan e cols., demonstraram
que a IgG4 foi encontrada apenas em pacientes com inibidores para FVIII, mas ndo em
individuos saudéaveis (51). O mesmo grupo também apresenta a importancia da
afinidade aparente destes anticorpos ao FVIII, confirmando que a IlgG4 especifica para
FVIII, presente exclusivamente em amostras de pacientes com inibidores de FVIII,
expressaram maior afinidade, ressaltando a importancia da IgG4 como anticorpo
neutralizante da proteina do FVIII. A afinidade dos anticorpos para um respectivo
antigeno € uma importante caracteristica, que reflete o estadgio de maturacdo do
anticorpo e a via de regulacdo imune envolvida neste processo. A IgG1l também foi
presente na amostra de pacientes com hemofilia e inibidor positivo para alguns estudos,
no entanto, quando esta imunoglobulina esta em altos titulos, sempre esta associada a
presenca de IgG4, também em altos titulos (100)(51)(65). Recentemente, Collins e cols.,
propuseram um modelo de mudanca de classe de IgG nas respostas do centro germinal
secundario onde as células B priméarias de memdria se recirculam para uma resposta
secundaria ao antigeno, onde ocorre mutacdes somaticas adicionais para a modificacédo
da subclasse de IgG para uma resposta mais especifica. Este modelo é baseado em
dados que indicam que o numero de mutacfes somaticas em V (D) J das diferentes
subclasses IgG correspondem a posicao de cada gene da regido constante dentro da
imunoglobulina no locus da cadeia pesada. O nimero de mutagcdes somaticas esta

diretamente relacionado ao nimero de divisbes celulares em centros germinais e
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correlaciona-se com a maturagéo de afinidade ao receptor de célula B. Desta forma, é
possivel que a IgG1 especifica para o FVIII de alta afinidade sofra um processo de troca
de classe para IgG4 especifica para FVIII durante o desenvolvimento de inibidores de
FVIII (110). Um namero limitado de estudos avaliou o perfil das imunoglobulinas em
protocolos de ITl. No entanto, os resultados evidenciam que os anticorpos anti-FVIlI
encontrados consistia principalmente da subclasse IgG1 e IgG4. Os anticorpos anti-FVIII
da subclasse IgG3 e 1gG2 eram raros e sé foram observados em um Unico paciente
(100)(44). Nossos resultados confirmam esses estudos, e acrescentam uma avaliacao
longitudinal em estudo prospectivo de cinco anos e em estudo transversal de acordo
com o desfecho clinico. Com os resultados deste trabalho nds postulamos que a IgG4
€ um provavel biomarcador de prognéstico para prever o desfecho clinico da ITI.

As células CD4" T helper desempenham papéis cruciais nas respostas imunes
adaptativas. Sua producado de repertorios restritos de citocinas em resposta a desafios
imunoldgicos especificos levou ao surgimento da estrutura classica de subconjuntos de
células Ty nitidamente polarizadas de acordo com o ambiente em que elas sdo
liberadas. Dentre as diversas diferencas de células classificadas como helper as células
Tul sé@o conhecidas como produtoras de IFN- associadas a combater patégenos
intracelulares, as células Ty2 sao conhecidas como secretoras de IL4, IL5,IL13 e mais
rescentemente, IL21, IL9 e IL33, as células Thl7 expressando IL17 estdo associadas a
combater infec¢cbes bacterianas e fungicas e mais recentemente parece ter uma papel
importante na autoimunidade, as células T helper foliculares expressam IL21 e estdo
associadas a respostas de anticorpos de células B.

Para este estudo, nds selecionamos interleucinas relacionadas com a produgéo
de 1gG4, que foram evidenciadas através de pesquisas recentes, como a IL4, IL21, IL9,
IL33, e IL10 e que estdo associadas a respostas de células CD4* T helper 2 (Tw2).
Classicamente as células Tn2 orguestram respostas imunes protetoras, como aquelas
gque tém como alvo helmintos e facilitam o reparo tecidual, mas também contribuem para
doencas inflamatérias cronicas, como asma e alergia. Na hemofilia o papel de cada
citocina ainda ndo esta claro, devido a plasticidade do comportamento destas
interleucinas de acordo com o0 ambiente e devido a diferentes contextos clinicos em que
elas sdo estudadas. Neste trabalho, nés avaliamos a producdo intracitoplasmaticas
destas citocinas em células CD4" e CD19*, com objetivo de avaliar a origem celular
quanto a producdo e estabelecer relacdes com a sinalizacdo de plasmdécitos para a
producéo de IgG4. Quando comparamos as amostras de pacientes com sucesso e falha
ao protocolo, ou seja, na presenca e auséncia de lgG4 apesar de observar diferencas
ao estimulo de FVIII recombinante, ndo encontramos diferencas significativas. O

racional para estabelecer relacdo entre estas interleucinas e a sinalizacdo para a
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producdo de IgG4, foi através da funcdo ao qual cada uma dela se destaca. A IL4
classicamente esta relacionada a acao efetora de células Tn2 para sinalizar plasmaécitos
para a secrec¢do de IgG. Alguns estudos demostraram que IL4, através do fator de
transcricdo GATA3 é capaz de inibir a acao do fator de transcricdo Foxp3 responsavel
pelo perfil de regulagéo de células T em uma avaliag&o in vitro de inducdo de células
regulatorias na presenca de TGF-B (111). Desta forma, esperavamos encontrar niveis
maiores e IL4 para os pacientes que falharam ao protocolo de ITIl. Pesquisas com a
avaliacdo de IL21 tém evidenciado que esta citocina € responsavel pela promocéo da
ativacdo, diferenciacdo ou morte das células B durante as respostas imunitarias
humorais (112). Também foi demonstrado que a IL21 é capaz de inibir a expressao
Foxp3 induzida TGF-B e mudar a via de diferenciacao de Tregs para células Ty17 (113).
No entanto, ndo conseguimos estabelecer relacdo de IL21 com células B reguladoras.
A IL9 e IL33 tem sido descrita como responsavel por ativar muitos tipos de células,
incluindo Tw2. Devido ao envolvimento destas interleucinas com doencas alérgicas,
parasitarias e mais recentemente também com um papel de regulacao, estudos para o
desenvolvimento de imunoterapias anti-IL33 j& estdo em andamento, bem como
avaliacdes e IL9 na ativacdo de mastocitos (114)(115). Neste contexto, seria possivel o
envolvimento da IL33 e IL9 na produgdo de 1gG4, devido a via de ativagdo desta
imunoglobulina ser semelhante ao da IgE. Neste estudo, ndo conseguimos estabelecer
relacdo na producéo destas citocinas na presenca ativa de 1gG4.

A IL10 apresentou um papel de destaque neste estudo j& que a mesma
apresenta classicamente um papel regulador tanto em sua produgdo por como em
células T CD4*, como por células B CD19*. Em condi¢6es comparativas entre o nivel
de producdo desta interleucina por pacientes com sucesso e falha ao protocolo de ITlI,
nao encontramos diferenca significativa, no entanto ao avaliar o PBMC destes pacientes
na auséncia de células B reguladoras, um aumento significativo foi encontrado. A IL10
€ reconhecida como uma citocina anti-inflamatéria com papel crucial na prevencéo de
patologias inflamatérias e autoimunes. A auséncia de IL10 pode ser também
acompanhada por uma imunopatologia que é prejudicial ao hospedeiro, mas nao afeta
necessariamente o patdgeno. Para inibir patologias inflamatorias, a 1L10 funciona em
diferentes estagios de uma resposta imune e possivelmente, em diferentes localizacdes
anatbmicas(116). A IL10 foi inicialmente descrita como uma citocina do tipo Tn2, mas
estudos sugeriram que a producdo de IL10 estava associada com respostas de células
T reguladoras. Sabe-se agora que a expressdo de IL10 ndo é especifica para células
Tw2 ou células T reguladoras, mas em vez disso € uma citocina muito mais amplamente
expressa (117). Mais recentemente, um estudo forneceu evidéncias experimentais de

que a IL10 regula positivamente a secrecdo de IgG4 e que essa regulagéo positiva ndo
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ocorre apenas com as células B, mas requer a presenca de células T. O estudo também
demostrou que a IgG4 também pode ser induzida na presenca de células Tyl, desde
gue a IL10 seja adicionada. Outros estudos também demostraram que condi¢cbes
alérgicas ou de inflamacdo na infeccado por helmintos com patologia, a IL10 tem um
papel regulador negative (118). Neste contexto, os resultados encontrados neste estudo
demostram que é possivel que a IL10 na presenca de FVIII desempenhe um papel
inflamatério quando produzidas por células CD4*. A avaliacdo de citocinas na hemofilia
tem sido limitada, e heterogenia em termos de condicdo clinica de cada grupo de
paciente avaliado. Em um experimento em vitro, com amostras de sangue de individuos
saudaveis, foi demostrado que concentrado de FVIII plasmético tem, capacidade
inibitoria da producao de IL4, IL5 e IL6 quando comparado a produtos recombinantes e
FVIII. Os autores concluem que é possivel que produtos recombinantes seja mais
reativo na producdo de anticorpos e realcam a importancia de estudar esta observacao
no contexto clinico (119). Em experimentos com amostras de pacientes os resultados
sdo 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 frequéncia de IL4 quando comparado a pacientes hemofilicos com
auséncia de inibidor e individuos saudéaveis, confirmando um perfil de resposta de
células Tu2 (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 auséncia de inibidor,
enquanto células CD4* produzem mais IL10 na presenca de inibidor. Quando avaliado
as células B CD19*, estas apresentaram maior producao de IL10 na auséncia de inibidor
(121). Estudos posteriores do mesmo grupo, sob a mesma condi¢cdo experimental em
avaliacdo de citocinas intracelular, confirmam estes resultados com maior producao de
TNF-A, IFN- , IL4 e IL5 para pacientes (n=20) que ndo cursam com inibidor e maior
producdo de IL10 para pacientes com inibidor (n=20). Em contraste aos resultados
anteriores o grupo também demostra maior producédo de IL10 por célula B CD19* na
presenca de inibidores (117). Um terceiro estudo do grupo, com diferente abordagem
experimentais com avaliacao sistémica de citocinas em plasma de pacientes hemofilicos
na presencga/auséncia de inibidor, demostrou menor producdo de TNF-A, IFN- , IL2, IL4,
IL5 e IL10 (122). Estes dados demostram as controvérsias de resultados quando
citocinas séo avaliadas no contexto da hemofilia em pacientes que desenvolvem ou ndo
inibidor, esta controvérsia pode estar associada a caracterizagdo limitada dos pacientes
com inibidor, ao utilizar ou ndo estimulo de FVIII na avaliacdo de resposta celular através
de citocinas. A avaliacdo de reposta de celular através de producdo de citocinas, ainda

n&o foi discutida no contexto de ITI em pacientes com sucesso e falha ao protocolo. E
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importante lembrar que o pacientes com sucesso ao protocolo de ITI é um paciente que
apresentou historico de inibidor no passado, mas que tolerou a proteina do FVIII, e
assim ndo podemos compara-lo a pacientes sem histérico de inibidor. N&o observamos
diferenca significativa entre os grupos de pacientes com sucesso e falha a ITI, na
avaliacdo de IL4, 1L21, IL33, IL9 e IL10 produzidas por células Tu2, ou de IL10
produzidas por células B CD19*. E importante destacar que esta avaliacéo foi realizada
com amostra fresca de células ndo congeladas, o que pode afetar a resposta celular e
interpretacdo dos resultados (123)(124). Na primeira fase deste trabalho, onde trés
pacientes com sucesso na ITlI e um paciente com falha na ITI foram avaliados, ndo
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 tolerancia e para o paciente que falhou, além disso, vimos a presenca marcante de
IL10 de células B para pacientes com sucesso quando comparado ao paciente que
falhou. Estes dados nédo 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 Tu2. No entanto também ndo foram
observadas diferengas 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 nivel 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 recuperacao para niveis normais destas células quando comparado as frequéncias
de CD4* Foxp3* ao inicio 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 imunorregulatéria em camundongos, ratos e
humanos por numerosos estudos (125)(126). A frequéncia destas células em individuos
saudaveis esta entre 5 a 10% das células T CD4 * periféricas (127). Além do CD25,
outros marcadores de superficie também foram relatados, como o antigeno 4 de
linfécitos T citotdxicos (CTLA-4), receptor do fator de necrose tumoral induzido por
glicocorticéides (GITR), e baixos niveis de CD45RB. No entanto, esses marcadores sdo
também expressos em células T convencionais ap0s ativacdo. O marcador mais
especifico e inequivoco para distinguir células T reguladoras de outras linhagens de
células T é o fator de transcricdo Foxp3. Estudos recentes sugeriram, que as células T

reguladoras podem reter a plasticidade da linhagem, ou seja a capacidade de mudar a
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funcgéo celular para diferentes tipos de células T efetoras sob circunstancias especificas,
como a inflamagéo (128). Embora h& evidéncias acumuladas que algumas células T
reguladoras podem regular negativamente a expresséo de Foxp3 e/ou adquirir fenétipos
de células T auxiliares efetoras, alguns estudos mostraram que as células T reguladoras
retém memoria epigenética e, portanto, permanecem comprometidas com a expressao
de Foxp3 e fungdes supressoras, apesar de plasticidade fenotipica (129). Apesar da
funcao das células T reguladoras ter sido amplamente explorada em avalia¢des in vitro
e em experimentacdo animal, que ressaltam o papel imunossupressor deste tipo de
células, as avaliagBes clinicas demostram que a sua frequéncia e funcéo se difere
dependendo da patologia avaliada.

Estudos recentes demonstraram que as células T reguladoras derivadas do timo
especificas para o antigeno Mycobacterium tuberculosis se expandem precocemente
durante a infeccdo, e atrasam o inicio das células T CD4* e CD8* na drenagem dos
linfonodos e bloqueiam sua migracéo para os pulmdes infectados, resultando em maior
carga bacteriana (130). Em tais ambientes infecciosos onde a atividade excessiva de
células Treg é prejudicial para o hospedeiro, a deplecéo de células T reguladoras podem
restaurar respostas imunes protetoras. Por exemplo, a deplecdo de células Treg
aumenta a depuracao bacteriana apés a infeccao 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
presenca de antigeno persistente. Pacientes com infecgdo crbénica pelo HCV
apresentam maior nimero de células T reguladoras nas bidpsias do sangue e do figado
do que os ndo infectados, no entanto o numero de células T reguladoras sé&o
inversamente correlacionado com a gravidade histoldgica (132)(81).

Na oncologia, varios estudos indicam que a inflamacao crénica pode promover
0 cancer criando um ambiente no qual a morte celular, a necrose e a mutagénese
aumentam e assim, as células T reguladoras podem desempenhar um papel protetor
nesses contextos ao atenuar o cancer induzido por inflamacé&o. As células T reguladoras
podem se acumular nos locais do tumor por varios mecanismos. As células tumorais
podem secretar fatores como TGF-B, IL10 e prostaglandina E2, que bloqueiam a
maturacao das células dendriticas e promovem a expansao e conversao das células T
reguladoras (133). Assim, devido a associacdo do acumulo de células T reguladoras em
locais de tumor e mau progndstico para muitos tipos de cancer, muitas terapias contra
0 cancer tém como objetivo limitar a atividade excessiva de Treg. A deplecdo de células
Treg através de anticorpos monoclonais anti-CD25 em modelos de ratos resultou no
aumento de respostas de células T efetoras especi c as de tumor e regressao tumoral
(134)(135).
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Em pacientes com doencas autoimunes, em sua maior parte a frequéncia de
células T reguladoras parece ser normal, no entanto apresentam disfungdo em suprimir
células CD4* efetoras. No entanto, a maior parte dos estudos de pacientes com lUpus
eritematoso sistémico demostrou diminuigdo no numero de células T reguladoras
circulantes que se correlacionaram com a atividade da doencga (83)(136). Assim como
na autoimunidade, especificamente na lupus eritematoso sistémico o nimero circulante
de células Foxp3* esta diminuido na presenca persistente do inibidor. Em modelo
experimental de lupus eritematoso sistémico foi demostrado que a ativacdo de células
B produtoras de anticorpos anti-DNA nativo em camundongos autoimunes requer a
ajuda de células Ty CD4* e a maior atividade comparada a supressao de T reguladoras
CD4* CD25" (137). Estes dados demostram uma quebra de tolerancia, como resultado
da funcéo células T reguladoras prejudicada, o que contribui a formacao excessiva de
autoanticorpos observada no lupus eritematoso sistémico ativo. Assim como nha lupus
eritematoso sistémico o numero diminuido da frequéncia de células T reguladoras se
corresponde com a atividade da doenca, na hemofilia esta frequéncia também esta
diminuida na presencga de anticorpos neutralizadores da proteina do FVIII.

Embora haja agora ampla evidéncia de que as células T reguladoras podem
regular as respostas mediadas por células T, seu papel na resposta humoral, ou seja,
na producdo de anticorpos tem sido menos explorado. Ja foi demonstrado que a
deplecdo ou falta de recrutamento de células T reguladoras para células B e CAA
resultou em uma resposta humoral desregulada(138). A acdo 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 ativacao de células B
induzida por LPS.

Com os resultados destes estudos é possivel hipotetizar que a perda de células
T reguladoras durante o curso de producédo de IgG4 por células B poderia contribuir para
uma falta de controle sobre as células B e, portanto, para a patogénese do
desenvolvimento do inibidor. Ou ainda que as células T reguladoras se diferenciam em
células T efetoras para axiliar as células B na producdo de IgG4 contra o FVIII
considerado o antigeno no momento da avaliagcdo. Neste sentido, Rapetti e cols.
demostraram que as células T reguladoras sdo incapazes de limitar as respostas das
células B em pacientes com artrite reumatoide. A hipotese dos autores foi a resisténcia
da célula B a supresséo, e a contribuicdo de células T reguladoras na falha da regulacéo.
Os resultados deste estudo também identificam a via Fas como um alvo para a
supressdo mediada por célula T reguladoras em células B (139). A interacdo de células

T reguladoras e B precisa ser melhor explorado na hemofilia.
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Com este objetivo, nds selecionamos diferentes perfis de células B para avaliar
neste estudo, com a intencéo de verificar o comportamento destas em pacientes com
falha e sucesso ao protocolo de ITl. Ja estd bem estabelecido que as células B
desempenham seu papel através da apresentacdo de antigenos, producdo de
anticorpos e secrecdo de fatores pré-inflamatérios. Além disso, as células B também
produzem fonte de citocinas inibitérias, 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 imunoldgico, desempenham
um papel importante ha manutencao da equilibrio e tolerancia na funcéo imune. Nos
altimos anos, inumeros trabalhos tém tentado identificar o perfil de células B de acordo
com suas funcles, e estabelecer correlacdo com as citocinas e imunoglobulinas
produzidas em individuos saudaveis e diferentes patologias. Este tipo de avaliacdo, esta
em linha com as funcdes hoje conhecidas para o perfil de células T CD4* que tém sido
benéficos no entendimento do mecanismo de muitas patologias (140). O perfil de células
CD19* CD24" CD38" tém sido associado com células B reguladoras, enquanto o perfil
CD19*CD24 CD38" associado com células plasmaticas periféricas produtoras de IgG4.
Além disso, também ha associacdo dos perfis CD19* CD24* CD38 e CD19* CD24™"
CD38Me com células B e memodria e naive. Essas avaliagdes tém sido principalmente
estudadas em doencas autoimunes (141)(142)(143). Na hemofilia, é a primeira vez que
estes perfis de célula B sdo avaliados em conjunto, e 0 que se tornou interessante € que
o perfil CD19* CD24 CD38" associado com células plasmaticas periféricas produtoras
de 1gG4, apresentou diferenca significativa entre os grupos com sucesso e falha para o
protocolo de ITI, ou seja, com maiores niveis de frequéncia celular para os pacientes
com falha de ITI e com a presenca ativa de 1gG4.

Os pacientes com falha em ITI também apresentaram diferenca significativa para
a frequéncia de células B de naive CD19* CD24™ CD38™, com maiores niveis na
presenca de IgG4. Também foi obtido correlacdo entre as células produtoras CD19*
CD24 CD38" de IgG4 e os inibidores de VIII avaliado por método funcional, bem como
com a IgG4 especifica para o FVIII, por método quantitativo. Nao encontramos
diferencas significativas entre os grupos de falha e sucesso do ITI para as células
maduras e CD19* CD24* CD38 e células B reguladoras CD19* CD24" CD38", no
entanto, com objetivo de avaliar a funcéo de células B reguladoras CD19*CD24" CD38",
estas foram retiradas do pool de células mononucleares de cada paciente para avaliar
se a auséncia destas células poderia levar a maior expressao de citocinas em células T
efetoras CD4*. Ambos pacientes com sucesso e falha ao ITlI apresentaram maior
producédo de CD4* IL10 para as amostras Breg(-), ou seja, na auséncia de células CD19*

CD24" CD38" com diferenca significativa comparada aos mesmos pacientes com a
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presenca de células B reguladoras. As demais interleucinas ndo apresentaram
modulacdo de resposta na presenca ou auséncia de CD19* CD24" CD38". Ja foi
discutido anteriormente que a IL10 proveniente de células T efetoras podem
desempenhar um papel pré-inflamatério e auxiliar no estimulo de células B na producéo
de 1gG4 (144), neste contexto € possivel hipotetizar que apesar de ndo haver diferenca
significativa entre os grupos quanto a frequéncia das células B reguladoras, estas
demostraram ter acdo supressora sobre células T CD4* efetoras na producéo de IL10.
No entanto, observamos que acdo supressora de células B CD19* CD24" CD38" sob
células T CD4* efetoras IL10, foi presente em ambos 0S grupos, com presenca ou
auséncia de IgG4. No grupo de pacientes com sucesso ao ITI a diferenca na producdo
de IL10 por CD4* foi 6 vezes maior quando comparada as medianas de PBMC completo
e PBMC_Breg(-), ja para os pacientes com falha esta diferenca foi menor, apenas 4
vezes. E possivel que o papel supressor de células B CD19* CD24" CD38" em CD4*
IL10 em pacientes com sucesso ao ITl seja maior quando comparado aos pacientes
com falha, no entanto esta informacdo deve ser avaliada em uma coorte maior de
pacientes e com outros experimentos in vitro. A producao de IL10 por células CD19*
também foi avaliada na presenca e auséncia do perfil de células CD19* CD24" CD38"
e evidenciamos que em pacientes com falha ao protocolo de ITI esta producdo esta
diminuida com diferenga significativa entre 0s grupos, o que demonstra que este perfil
CD19* CD24" CD38" produz IL10.
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6. CONCLUSOES

Nestes estudo, confirmamos o papel central da IgG4 na neutralizacdo do FVIII.
A persisténcia desta imunoglobulina pode ser utilizada como fator de mau

prognostico para o protocolo de ITI.

A recuperacdo da frequéncia em niveis considerados normais das células T
CD4+ CD25+ Foxp3+ também pode ser considerado como fator de bom
prognéstico para o protocolo de ITI. No entanto, a interacdo entre células T e B

reguladoras devem ser melhor estudadas em estudos in vitro.

A presenca 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 relagcdo com a

presenca de IgG4.

Monitorar a frequéncia destas células em pacientes ndo tratados
com FVIII, com posterior desenvolvimento de inibidor pode ajudar

em seu manejo clinico.

As células B CD19* CD24" CD38", consideradas reguladoras,
foram produtoras de IL10 em pacientes com falha ao protocolo de
ITI e apresentaram funcdo supressora das ceélulas T CD4*

produtoras de IL10.

A identificagdo de marcadores biolégicos, como apresentado nesse estudo,
pode ajudar diretamente o0 manejo da ITl e predizer as chances de sucesso

completo ou parcial, auxiliando na indicacdo e persisténcia no protocolo de ITI.



105

7. REFERENCIA

1.

10.

11.

12.

Blanchette VS, Key NS, Ljung LR, Manco-Johnson MJ, van den Berg HM, Srivastava
A. Definitions in hemophilia: Communication from the SSC of the ISTH. J Thromb
Haemost. 2014;12(11):1935-9.

Oldenburg J, Albert T. Novel products for haemostasis - current status. Haemophilia.
2014; 20(4): 23-28.

Mahlangu J, Oldenburg J, Paz-Priel |, Negrier C, Niggli M, Mancuso ME, et al.
Emicizumab Prophylaxis in Patients Who Have Hemophilia A without Inhibitors. N
Engl J Med. 2018; Aug 30;379(9):811-822.

Carcao M. The diagnosis and management of congenital hemophilia. Semin Thromb
Hemost. 2012; 38(7):727-34

Gouw SC, Van Den Berg HM, Fischer K, Auerswald G, Carcao M, Chalmers E, et al.
Intensity of factor VIII treatment and inhibitor development in children with severe
hemophilia A: The RODIN study. Blood. 2013; 121(20):4046-55

Perfil das coagulopatias hereditarias: 2016 [Internet]. Brasilia; 2018. Available
at:http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/perfil_coagulopatias_hereditarias_201
6.pdf%0A%0A

Astermark J, Lacroix-Desmazes S, Reding MT. Inhibitor development. Haemophilia.
2008;14(3):36—42.

Kasper C. Diagnosis and management of inhibitors to factors VIII and IX. An
introductory discussion for physicians. World Fed Haemoph. 2004; Disponivel:
www.WFH.org

Gringeri A, Mantovani LG, Scalone L, Mannucci PM. Cost of care and quality of life
for patients with hemophilia complicated by inhibitors: The COCIS study group. Blood.
2003; 102(7):2358-63.

Ozelo MC, Villaga PR, De Almeida JOSC, Bueno TMF, De Miranda PAP, Hart WM,
et al. A cost evaluation of treatment alternatives for mild-to-moderate bleeding
episodes in patients with haemophilia and inhibitors in Brazil. Haemophilia.
2007;13(5):462-9.

Dimichele DM. Immune tolerance: Critical issues of factor dose, purity and treatment
complications. Haemophilia. 2006; 12 Suppl 6:81-5;

Benson G, Auerswald G, Elezovi |, Lambert T, Ljung R, Morfini M, et al. Immune

tolerance induction in patients with severe hemophilia with inhibitors: Expert panel



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

106

views and recommendations for clinical practice. Eur J Haematol. 2012;88(5):371-9.
Brackmann HH, White GC, Berntorp E, Andersen T, Escuriola-Ettingshausen C.
Immune tolerance induction: What have we learned over time? Haemophilia.
2018;24(January):3-14.

Gilbert C. White I, Robert E. Taylor, Philip M. Blatt and HRR. Treatment of a high
titer anti-factor-VIIl antibody by continuous factor VIl administration: report of a case.
Blood. 1983;62:141-5.

Mauser-Bunschoten EP, Nieuwenhuis HK, Roosendaal G, van den Berg HM. Low-
Dose Immune Tolerance Induction in Hemophilia A Patients With Inhibitors. Blood.
1995; 86(3):983-8

Nilsson IM, Berntorp E, Zettervall O. Induction of immune tolerance in patients with
hemophilia and antibodies to factor VIII by combined treatment with intravenous IgG,
cyclophosphamide, and factor VIII. N Engl J Med. 1988; 318(15):947-50

Kreuz W, Escuriola-Ettingshausen C AG. Immune tolerance induction (ITI) in
haemophilia A patients with inhibitors — the choice of concentrate affecting success.
Haematologica. 2001;86:16-20.

Unuvar A, Warrier I, Lusher JM. Immune tolerance induction in the treatment of
paediatric haemophilia A patients with factor VIl inhibitors. Haemophilia. 2000;
6(3):150-7.

Haya S, Lopez MF, Aznar JA, Batlle J. Immune tolerance treatment in haemophilia
patients with inhibitors: The Spanish registry. Haemophilia. 2001; 7(2):154-9
DiMichele DM, Kroner BL, Adair S, Addiego J, Anderson V, Barbosa J, et al. The
North American Immune Tolerance Registry: Practices, outcomes, outcome
predictors. Thromb Haemost. 2002; 87: 52—7

Barnes C, Rivard GE, Poon MC, Teitel J, Pai M, Kern M, et al. Canadian multi-
institutional survey of immune tolerance therapy (ITT) - Experience with the use of
recombinant factor VIII for ITT. Haemophilia. 2006; 12(1):1-6

Rocino A, Santagostino E, Mancuso ME, Mannucci PM. Immune tolerance induction
with recombinant factor VIII in hemophilia A patients with high responding inhibitors.
Haematologica. 2006; 91: 558-561.

Orsini F, Rotschild C, Beurrier P, Faradji A, Goudemand J, Polack B. Immune
tolerance induction with highly purified plasma-derived factor VIII containing von
Willebrand factor in hemophilia A patients with high-responding inhibitors.
Haematologica. 2005; 90: 1288-1290.



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

107

White GC, Kempton CL, Grimsley A, Nielsen B, Roberts HR. Cellular immune
responses in hemophilia: Why do inhibitors develop in some, but not all
hemophiliacs? In: Journal of Thrombosis and Haemostasis. 2005; 3(8):1676-81
Collins PW, Chalmers E, Hart DP, Liesner R, Rangarajan S, Talks K, et al. Diagnosis
and treatment of factor VIII and IX inhibitors in congenital haemophilia: (4th edition).
British Journal of Haematology. 2013;160(2):153-70

Collins P, Chalmers E, Alamelu J, Hay C, Liesner R, Makris M, et al. First-line immune
tolerance induction for children with severe haemophilia A: A protocol from the UK
Haemophilia Centre Doctors’ Organisation Inhibitor and Paediatric Working Parties.
Haemophilia. 2017;23(5):654-9.

Valentino LA, Kempton CL, Kruse-Jarres R, Mathew P, Meeks SL, Reiss UM. US
Guidelines for immune tolerance induction in patients with haemophilia a and
inhibitors. Haemophilia. 2015; 21(5):559-67

Brackmann HH, Lenk H, Scharrer |, Auerswald G, Kreuz W. German
recommendations for immune tolerance therapy in type A haemophiliacs with
antibodies. Haemophilia. 1999; 5(3):203-6

Hay CRM, DiMichele DM. The principal results of the International Immune Tolerance
Study: A randomized dose comparison. Blood. 2012; 119(6):1335-44.

DiMichele DM, Hoots WK, Pipe SW, Rivard GE, Santagostino E. International
workshop on immune tolerance induction: Consensus recommendations.
Haemophilia. 2007; 13 Suppl 1:1-22.

Mariani G, Ghirardini A, Bellocco R. Immune tolerance in hemophilia-principal results
from the International Registry: Report of the factor VIII and IX subcommittee. Thromb
Haemost. 1994; 72(1):155-8

Nakar C, Manco-Johnson MJ, Lail A, Donfield S, Maahs J, Chong Y, et al. Prompt
immune tolerance induction at inhibitor diagnosis regardless of titre may increase
overall success in haemophilia A complicated by inhibitors: Experience of two US
centres. Haemophilia. 2015; 21(3):365-73

Lacroix-Desmazes S, Scott DW, Goudemand J, Van Den Berg M, Makris M, Van
Velzen AS, et al. Summary report of the First International Conference on inhibitors
in haemophilia A. Blood Transfus. 2017;15(6):568-76.

Mariana G, Kroner B, Miller RT, Ewing NP, Butler R, Morfini M, et al. Immune
tolerance in hemophilia with factor VIII inhibitors: Predictors of success. Vol. 86,
Haematologica. 2001. p. 1186-93.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

108

Kreuz W, Escuriola Ettingshausen C, Vdovin V, Zozulya N, Plyushch O, Svirin P, et
al. First prospective report on immune tolerance in poor risk haemophilia A inhibitor
patients with a single factor VIll/von Willebrand factor concentrate in an observational
immune tolerance induction study. Haemophilia. 2016;22(1):87-95.

A survey on the success of inhibitor elimination using individualized concentrate
selection and controlled (high dose) immune tolerance induction (ITI).
Clinicaltrails.gov. https://clinicaltrials.gov/ ct2/show/NCT02207894.

Rocino A, Cortesi PA, Scalone L, Mantovani LG, Crea R, Gringeri A, et al. Immune
tolerance induction in patients with haemophilia a and inhibitors: Effectiveness and
cost analysis in an European Cohort (The ITER Study). Haemophilia. 2016; 22(1):96-
102

Earnshaw SR, Graham CN, Mcdade CL, Spears JB, Kessler CM. Factor VIli
alloantibody inhibitors: Cost analysis of immune tolerance induction vs. prophylaxis
and on-demand with bypass treatment. Haemophilia. 2015; 21(3):310-9.

Prezotti ANL, De Lima Montalvao SA, Lorenzato C, Oliveira AM, Do Perpétuo Socorro
Vendramini Orletti M, Do Rosario Ferraz Roberti M, et al. Inmune tolerance induction
treatment is cost-effective in adult patients with long-standing high-responding
inhibitors. Blood. 2015; 126:3530.

Rezende SM, Rodrigues SHL, Brito KNP, Da Silva DLQ, Santo ML, Simdes BDJ, et
al. Evaluation of a web-based registry of inherited bleeding disorders: A descriptive
study of the Brazilian experience with HEMOVIDAweb Coagulopatias. Orphanet J
Rare Dis. 2017;12(1):1-7.

Gilles JGG, Grallly SC, De Maeyer M, Jacquemin MG, VanderElst LP, Saint-Remy
JMR. In vivo neutralization of a C2 domain-specific human anti-Factor VIII inhibitor
by an anti-idiotypic antibody. Blood. 2004; 103(7):2617-23.

Sakurai Y, Shima M, Tanaka I, Fukuda K, Yoshida K, Yoshioka A. Association of anti-
idiotypic antibodies with immune tolerance induction for the treatment of hemophilia
A with inhibitors. Haematologica. 2004; 89(6):696-703.

van Helden PMW, Van Haren SD, Fijnvandraat K, Marijke van den Berg H, Voorberg
J. Factor VIlI-specific B cell responses in haemophilia A patients with inhibitors.
Haemophilia. 2010; 16(102):35-43

Van Helden PMW, Van Den Berg HM, Gouw SC, Kaijen PHP, Zuurveld MG, Mauser-
Bunschoten EP, et al. IgG subclasses of anti-FVIII antibodies during immune

tolerance induction in patients with hemophilia A. Br J Haematol. 2008;142(4).644—



45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

109

52.

Hausl C, Ahmad RU, Sasgary M, Doering CB, Lollar P, Richter G, et al. High-dose
factor VIII inhibits factor VIlI-specific memory B cells in hemophilia A with factor VIII
inhibitors. Blood. 2005; 106(10):3415-22.

Reipert BM, llas J, Carnewal C, Freder SF, Blzlbauer U, Teschner W, et al. Fc function
of a new intravenous immunoglobulin product: IGIV 10% triple virally inactivated
solution. Vox Sang. 2006; 91(3):256-63.

Hadzhieva M, Pashov AD, Kaveri S, Lacroix-Desmazes S, Mouquet H, Dimitrov JD.
Impact of Antigen Density on the Binding Mechanism of IgG Antibodies. Sci Rep.
2017;7(1):1-11.

Bray GL, Martin GR, Chandra R. Idiopathic pulmonary hypertension, hemophilia A,
and infection with human immunodeficiency virus (HIV). Annals of Internal Medicine.
1989; 111(8):689-690

Qian J, Collins M, Sharpe AH, Hoyer LW. Prevention and treatment of factor VIl
inhibitors in murine hemophilia A. Blood. 2000; 95(4):1324-9.

Reipert BM. B-cell memory against factor VIII. Cell Immunol [Internet]. 2016;301:49—
58. Available at: http://dx.doi.org/10.1016/j.cellimm.2016.01.003

Whelan SFJ, Hofbauer CJ, Horling FM, Allacher P, Wolfsegger MJ, Oldenburg J, et
al. Distinct characteristics of antibody responses against factor VIII in healthy
individuals and in different cohorts of hemophili A patients. Blood. 2013;121(6):1039—
48.

Iwata Y1, Matsushita T, Horikawa M, Dilillo DJ, Yanaba K, Venturi GM et al.
Characterization of a rare IL-10-competent B-cell subset in humans that parallels
mouse regulatory B10 cells. Blood 2011;117(2):530-41.

Reipert BM, Van Den Helden PMW, Schwarz HP, Hausl C. Mechanisms of action of
immune tolerance induction against factor VIl in patients with congenital haemophilia
A and factor VIII inhibitors. Br J Haematol. 2007;136(1):12-25.

Danilova N, Amemiya CT. Going adaptive: The saga of antibodies. Annals of the New
York Academy of Sciences. 2009; 1168: 130-155

Hassan S, Fijnvandraat K, Van Der Bom JG, Gouw SC. Preventing or Eradicating
Factor VIII Antibody Formation in Patients with Hemophilia A: What Can We Learn
from Other Disorders? Semin Thromb Hemost. 2018;44(6):531—-43.

Corti D, Lanzavecchia A. Broadly Neutralizing Antiviral Antibodies. Annu Rev
Immunol. 2013; 31:705-42



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

110

Morell A, Skvaril F, Hitzig WH, Barandun S. IgG subclasses: Development of the
serum concentrations in “normal” infants and children. J Pediatr. 1972; 80(6):960-4
Dangl JL, Wensel TG, Morrison SL, Stryer L, Herzenberg L a, Oi VT. Segmental
flexibility and complement fixation of genetically engineered chimeric human, rabbit
and mouse antibodies. EMBO J. 1988; 7(7):1989-94.

van der Zee JS, van Swieten P, Aalberse RC. Serologic aspects of IgG4 antibodies.
II. IgG4 antibodies form small, nonprecipitating immune complexes due to functional
monovalency. J Immunol. 1986; 137(11):3566-71

Morell A. Clinical relevance of IgG subclass deficiencies. In: Annales de Biologie
Clinique. 1994; 52(1):49-52.

Huang CC, Lehman A, Albawardi A, Satoskar A, Brodsky S, Nadasdy G, et al. IgG
subclass staining in renal biopsies with membranous glomerulonephritis indicates
subclass switch during disease progression. Mod Pathol. 2013; 26(6):799-805
Djurup R. The Subclass Nature and Clinical Significance of the IgG Antibody
Response in Patients Undergoing Allergen Specific Inmunotherapy. Allergy. 1985;
40(7):469-86.

Stavnezer-Nordgren J, Sirlin S. Specificity of immunoglobulin heavy chain switch
correlates with activity of germline heavy chain genes prior to switching. EMBO J.
1986; 5(1):95-102

Armitage RJ, Macduff BM, Spriggs MK, Fanslow WC. Human B cell proliferation and
Ig secretion induced by recombinant CD40 ligand are modulated by soluble cytokines.
J Immunol. 1993; 150(9):3671-80

Montalvao SAL, Tucunduva AC, Siqueira LH, Sambo ALA, Medina SS, Ozelo MC. A
longitudinal evaluation of anti-FVIII antibodies demonstrated 1gG4 subclass is mainly
correlated with high-titre inhibitor in haemophilia A patients. Haemophilia.
2015;21(5):686—92.

Montalvdo SAL, Tucunduva AC, Siqueira LH, Sambo ALA, Medina SS, Ozelo MC.
Allergic reaction in a cohort of haemophilia A patients using plasma-derived factor
VIII (FVIII) concentrate is rare and not necessarily triggered by FVIII. Haemophilia.
2015;21(4):e281-5.

Zen Y, Fujii T, Harada K, Kawano M, Yamada K, Takahira M, et al. Th2 and regulatory
immune reactions are increased in immunoglobin G4-related sclerosing pancreatitis
and cholangitis. Hepatology. 2007;45(6):1538-46.

Maillard I, Fang T, Pear WS. Regulation of lymphoid development, differentiation, and



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

111

function by the notch pathway. Annu Rev Immunol. 2005;;23:945-74.

Rothenberg E V., Moore JE, Yui MA. Launching the T-cell-lineage developmental
programme. Nature Reviews Immunology. 2008; 8(1):9-21

Cobaleda C, Busslinger M. Developmental plasticity of lymphocytes. Current Opinion
in Immunology. 2008; ;20(2):139-48

Johnson K, Reddy KL, Singh H. Molecular pathways and mechanisms regulating the
recombination of immunoglobulin genes during B-Lymphocyte development. Adv Exp
Med Biol. 2009; 650:133-47.

Jenkins MK, Moon JJ. The Role of Naive T Cell Precursor Frequency and
Recruitment in Dictating Immune Response Magnitude. J Immunol. 2012;
188(9):4135-40

Annunziato F, Romagnani S. Heterogeneity of human effector CD4+ + T cells.
Arthritis Research and Therapy. 2009; 11(6):257

Paul WE, Zhu J. How are TH2-type immune responses initiated and amplified?
Nature Reviews Immunology. 2010; 10(4):225-35

Campbell DJ, Koch MA. Phenotypical and functional specialization of
FOXP3+regulatory T cells. Nature Reviews Immunology. 2011; 11(2):119-30
Waters B, Qadura M, Burnett E, Chegeni R, Labelle A, Thompson P, et al. Anti-CD3
prevents factor VIII inhibitor development in hemophilia A mice by a regulatory CD4
+CD25+-dependent mechanism and by shifting cytokine production to favor a Thl
response. Blood. 2009; 113:193-203

Cao O, Dobrzynski E, Wang L, Nayak S, Mingle B, Terhorst C, et al. Induction and
role of regulatory CD4 + CD25 + T cells in tolerance to the transgene product following
hepatic in vivo gene transfer Induction and role of regulatory CD4 CD25 T cells
in tolerance to the transgene product following hepatic in vivo gene
2013;110(4):1132-40.

Scott DW. Inhibitors - cellular aspects and novel approaches for tolerance.
Haemophilia. 2014;20(S4):80-6.

K.B. BD, M. K, E.S. M, C.A. P. Functional dynamics of Foxp3+ regulatory T cells in
mice and humans. Immunol Rev [Internet]. 2014;259(1):140-58.

Benson G, Auerswald G, Elezovi |, Lambert T, Ljung R, Morfini M, et al. Immune
tolerance induction in patients with severe hemophilia with inhibitors: Expert panel
views and recommendations for clinical practice. European Journal of Haematology.
2012; 88 (371-379).



81.

82.

83.

84.

85.

86.
87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.
94.

95.

112

Sugimoto K. Suppression of HCV-specific T cells without differential hierarchy
demonstrated ex vivo in persistent HCV infection. Hepatology [Internet].
2003;38(6):1437-48.

Brusko T, Wasserfall C, McGrail K, Schatz R, Viener HL, Schatz D, et al. No
alterations in the frequency of FOXP3+ regulatory T-cells in type 1 diabetes.
Diabetes. 2007; 56(3):604-12

Miyara M, Amoura Z, Parizot C, Badoual C, Dorgham K, Trad S, et al. Global Natural
Regulatory T Cell Depletion in Active Systemic Lupus Erythematosus. J Immunol
[Internet]. 2005;175(12):8392—-400.

Lord JD, Shows DM, Chen J, Thirlby RC. Human blood and mucosal regulatory t cells
express activation markers and inhibitory receptors in inflammatory bowel disease.
PL0S One. 2015;10(8):1-14.

Cerutti A, Cols M, Puga |. Marginal zone B cells: Virtues of innate-like antibody-
producing lymphocytes. Nature Reviews Immunology. 2013; 13(2):118-32

Crotty S. Follicular Helper CD4 T Cells (T ). Annu Rev Immunol. 2011; 29:621-63
Reynaud CA, Weill JC. Memory B Cells. In: Encyclopedia of Immunobiology. 2016

p195-199.
Scharrer I, Schramm W. 37th hemophilia symposium. 37th Hemophilia Symposium.
2008; pg 5-16.

Hogquist KA, Baldwin TA, Jameson SC. Central tolerance: Learning self-control in
the thymus. Nature Reviews Immunology. 2005; 5(10):772-82

Apostolou I, von Boehmer H. In Vivo Instruction of Suppressor Commitment in Naive
T Cells. J Exp Med. 2004; 199(10):1401-8

Chen T-C, Cobbold SP, Fairchild PJ, Waldmann H. Generation of Anergic and
Regulatory T Cells following Prolonged Exposure to a Harmless Antigen. J Immunol.
2004; 172(10):5900-7

Nirula A, Glaser SM, Kalled SL, Taylora FR. What is IgG4? A review of the biology of
a unique immunoglobulin subtype. Curr Opin Rheumatol. 2011;23(1):119-24.

Stone JH, Zen Y, Deshpande V. IgG4-Related Disease. 2018;539-51.

Satoguina JS, Weyand E, Larbi J, Hoerauf A. T Regulatory-1 Cells Induce 1gG4
Production by B Cells: Role of IL-10. J Immunol. 2005; 174(8):4718-26

Verbruggen B, Dardikh M, Polenewen R, Van Duren C, Meijer P. The factor VIl
inhibitor assays can be standardized: Results of a workshop. J Thromb Haemost.
2011;9(10):2003-8.



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

113

De Lima Montalvdo SA, Tucunduva AC, De Almeida Sambo AL, De Paula EV, De
Souza Medina S, Ozelo MC. Heat treatment of samples improve the performance of
the Nijmegen-Bethesda assay in hemophilia A patients undergoing immune tolerance
induction. Thromb Res [Internet]. 2015;136(6):1280-4.

Hornbeck P, Fleisher TA, Papadopoulos NM. Isotype determination of antibodies.
Curr Protoc Immunol. 2017; 116:2.2.1-2.2.7

Fuss 1J, Kanof ME, Smith PD, Zola H. Isolation of whole mononuclear Cells from
peripheral blood and cord blood. Current Protocols in Immunology. 2009. Chapter
7:Unit7.1

Foster B, Prussin C, Liu F, Whitmire JK, Whitton JL. Detection of Intracellular
Cytokines by Flow Cytometry BT - Current Protocols in Immunology. Curr Protoc
Immunol. 2007; Pages 6.24.1-6.24.21

Reding MT, Lei S, Lei H, Green D, Gill J, Conti-Fine BM. Distribution of Th1- and Th2-
induced anti-factor VIII 1gG subclasses in congenital and acquired hemophilia
patients. Thromb Haemost. 2002;88(4):568-75.

van toorenenbergen aw, aalberse rc. Allergen specific IgE and IgG4 antibody levels
in sera and the capacity of these sera to sensitize basophil leucocytes in vitro. Clin
Exp Allergy. 1982; V12, Issue 5 Pages 451-458.

Rispens T, Heer PO, Bende O, Aalberse RC. Supporting information for : Mechanism
of Immunoglobulin G4 Fab-arm Exchange. 2011;1-12.

Qadura M, Waters B, Burnett E, Chegeni R, Hough C, Othman M, et al.
Immunoglobulin isotypes and functional anti-FVIII antibodies in response to FVIII
treatment in Balb/c and C57BL/6 haemophilia A mice. Haemophilia. 2011;17(2):288—
95.

Caton AJ, Weissler K a. Regulatory cells in health and disease. ALL. Immunol Rev
[Internet]. 2014;259(1):5-10.

Gharibi T, Majidi J, Kazemi T, Dehghanzadeh R, Motallebnezhad M, Babaloo Z.
Biological effects of IL-21 on different immune cells and its role in autoimmune
diseases. Immunobiology. 2016;221(2):357-67.

Matsui H, Shibata M, Brown B, Labelle A, Hegadorn C, Andrews C, et al. A murine
model for induction of long-term immunologic tolerance to factor VIII does not require
persistent detectable levels of plasma factor VIII and involves contributions from
Foxp3+ T regulatory cells. Blood. 2009; 114(3):677-85

Liu CL, Ye P, Yen BC, Miao CH. In vivo expansion of regulatory T cells with IL-2/IL-2



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

114

mAb complexes prevents anti-factor VIII immune responses in hemophilia A mice
treated with factor VIl plasmid-mediated gene therapy. Mol Ther. 2011; 19(8): 1511—
1520

Flores-Borja F, Bosma A, Ng D, Reddy V, Ehrenstein MR, Isenberg DA, et al.
CD19+CD24hiCD38hi B cells maintain regulatory T cells while limiting TH1 and TH17
differentiation. Sci Transl Med. 2013;5(173).

Lindgren A, Wadenvik H, Tengborn L. Characterization of inhibitors to FVIII with an
ELISA in congenital and acquired haemophilia A. Haemophilia. 2002;8(5):644-8.
Collins AM, Jackson KJL. A temporal model of human IgE and IgG antibody function.
Front Immunol. 2013;4:1-6.

Mantel PY, Kuipers H, Boyman O, Rhyner C, Ouaked N, Riickert B, et al. GATA3-
driven Th2 responses inhibit TGF- 1-induced FOXP3 expression and the formation
of regulatory T cells. PLoS Biol. 2007;5(12):2847—61.

Ettinger R, Kuchen S, Lipsky PE. The role of IL-21 in regulating B-cell function in
health and disease. Immunol Rev. 2008;223(1):60-86.

Dezerega A, Maggiolo S, Garrido M, Dutzan N. The TH17 vs. TREG Imbalance in the
Pathogenesis of Periodontitis: New Approach for Dichotomy TH1 vs. TH2. Rev
Clinica Periodoncia, Implantol y Rehabil Oral. 2008; Vol. 1. NUm. 2. paginas 53-72
Noelle RJ, Nowak EC. Cellular sources and immune functions of interleukin-9. Nat
Rev Immunol [Internet]. 2010;10(10):683-7.

Cayrol C, Girard JP. Interleukin-33 (IL-33): A nuclear cytokine from the IL-1 family.
Immunol Rev. 2018;281(1):154-68.

Saraiva M, O’Garra A. The regulation of IL-10 production by immune cells. Nat Rev
Immunol [Internet]. 2010;10(3):170-81.

Silveira ACO, Santana MAP, Ribeiro IG, Chaves DG, Martins-Filho OA. The IL-10
polarized cytokine pattern in innate and adaptive immunity cells contribute to the
development of FVIII inhibitors. BMC Hematol. 2015;15(1):1-8.

Satoguina JS, Weyand E, Larbi J, Hoerauf A. T Regulatory-1 Cells Induce 1gG4
Production by B Cells: Role of IL-10. J Immunol [Internet]. 2005;174(8):4718-26.
Hodge G, Han P. Factor VIII concentrate inhibits T helper type 2 cytokine production
in vitro: Relevance to inhibitor antibody formation. Haemophilia. 2001;7(5):490-6.
Hu G, Guo D, Key NS, Conti-Fine BM. Cytokine production by CD4+T cells specific
for coagulation facotr VIII in healthy subjects and haemophilia A patients. Thromb
Haemost. 2007; 97(5):788-94



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

115

Chaves DG, Velloso-Rodrigues C, Oliveira CA, Teixeira-Carvalho A, Santoro MM,
Martins-Filho OA. A shift towards a T cell cytokine deficiency along with an anti-
inflammatory/regulatory microenvironment may enable the synthesis of anti-FVIII
inhibitors in haemophilia a patients. Clin Exp Immunol. 2010;162(3):425-37.
Oliveira CA, Velloso-Rodrigues C, Machado FCJ, Carvalho BN, Gentz SHL, Martins-
Filho OA, et al. Cytokine profile and FVIII inhibitors development in haemophilia A.
Haemophilia. 2013;19(3):139-42.

Luo Y, Wang P, Liu H, Zzhu Z, Li C, Gao Y. The state of T cells before
cryopreservation: Effects on post-thaw proliferation and function. Cryobiology
[Internet]. 2017;79:65-70.

Wang SY, Hsu ML, Tzeng CH, Hsu HC, Ho CK. The Influence of Cryopreservation
on Cytokine Production by Human T Lymphocytes. Cryobiology. 1998;37(1):22-9.
Leslie LK, Cohen JT, Newburger JW, Alexander ME, Wong JB, Sherwin ED, et al.
Certified professionals: CD4(+)CD25(+) suppressor T cells. J Exp Med. 2001;
193(11):F41-6

Sakaguchi S. Naturally arising CD4+ regulatory T cells for immunologic self-tolerance
and negative control of immune responses. Annu Rev Immunol. 2004; 22:531-62
Bluestone JA, Abbas AK. Natural versus adaptive regulatory T cells. Nature Reviews
Immunology. 2003; 3(3):253-7

Sawant D V., Vignali DAA. Once a Treg, always a Treg? Immunol Rev.
2014;259(1):173-91.

Hori S. Lineage stability and phenotypic plasticity of Foxp3+ regulatory T cells.
Immunol Rev. 2014;259(1):159-72.

Shafiani S, Dinh C, Ertelt JIM, Moguche AO, Siddiqui I, Smigiel KS, et al. Pathogen-
Specific Treg Cells Expand Early during Mycobacterium tuberculosis Infection but Are
Later Eliminated in Response to Interleukin-12. Immunity. 2013; 38(6):1261-70.
Scott-Browne JP, Shafiani S, Tucker-Heard G, Ishida-Tsubota K, Fontenot JD,
Rudensky AY, et al. Expansion and function of Foxp3-expressing T regulatory cells
during tuberculosis. J Exp Med. 2007; 204(9):2159-69.

Cabrera R, Tu Z, Xu Y, Firpi RJ, Rosen HR, Liu C, et al. An immunomodulatory role
for CD4+CD25+regulatory T lymphocytes in hepatitis C virus infection. Hepatology.
2004;40(5):1062-71.

Sica A, Allavena P, Mantovani A. Cancer related inflammation: The macrophage
connection. Cancer Letters. 2008. 267(2):204-15



134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

116

Jarnicki AG, Lysaght J, Todryk S, Mills KHG. Suppression of Antitumor Immunity by
IL-10 and TGF- -Producing T Cells Infiltrating the Growing Tumor: Influence of Tumor
Environment on the Induction of CD4+ and CD8+ Regulatory T Cells. J Immunol.
2006; 177(2):896-904

Onizuka S, Tawara I, Shimizu J, Sakaguchi S, Fujita T, Nakayama E. Tumor rejection
by in vivo administration of anti-CD25 (interleukin-2 receptor ) monoclonal antibody.
Cancer Res. 1999; 59(13):3128-33.

Lee JH, Wang LC, Lin YT, Yang YH, Lin DT, Chiang BL. Inverse correlation between
CD4+ regulatory T-cell population and autoantibody levels in paediatric patients with
systemic lupus erythematosus. Immunology. 2006;117(2):280-6.

Seo SJ, Fields ML, Buckler JL, Reed AJ, Mandik-Nayak L, Nish SA, et al. The impact
of T helper and T regulatory cells on the regulation of anti-double-stranded DNA B
cells. Immunity. 2002;16(4):535-46.

Bystry RS, Aluvihare V, Welch KA, Kallikourdis M, Betz AG. B cells and professional
APCs recruit regulatory T cells via CCL4. Nat Immunol. 2001;2(12):1126-32.

Rapetti L, Chavele KM, Evans CM, Ehrenstein MR. B cell resistance to Fas-mediated
apoptosis contributes to their ineffective control by regulatory T cells in rheumatoid
arthritis. Ann Rheum Dis. 2015;74(1):294-302.

Candando KM, Lykken JM, Tedder TF. B10 cell regulation of health and disease.
Immunol Rev. 2014;259(1):259-72.

Blair PA, Norefa LY, Flores-Borja F, Rawlings DJ, Isenberg DA, Ehrenstein MR, et
al. CD19+CD24hiCD38hi B Cells Exhibit Regulatory Capacity in Healthy Individuals
but Are Functionally Impaired in Systemic Lupus Erythematosus Patients. Immunity.
2010;32(1):129-40.

Palanichamy A, Barnard J, Zheng B, Owen T, Quach T, Looney RJ, et al. Depletion
Therapy. New York. 2009;182(10):5982-93.

Sims GP, Ettinger R, Shirota Y, Yarboro CH, lllei GG, Lipsky PE. Identification and
characterization of circulating human transitional B cells. Blood. 2005;105(11):4390—
8.

Deshpande V, Zen Y, Chan JKC, Yi EE, Sato Y, Yoshino T, et al. Consensus
statement on the pathology of IgG4-related disease. Mod Pathol. 2012;25(9):1181—
92.

Lillicrap D, Fijnvandraat K, Santagostino E. Inhibitors - genetic and environmental
factors. Haemophilia. 2014;20(S4):87-93.



146.

147.

148.

149.

150.

151.

117

Boylan B, Rice AS, Miller CH, Dunn AL, Abshire TC, Kempton CL, et al.
Characterization of the anti-factor VIII immunoglobulin profile in patients with
hemophilia A by use of a fluorescence-based immunoassay. J Thromb Haemost.
2015;13(1):47-53.

Aversa G, Punnonen J, Cocks BG, de Waal Malefyt R, Vega F, Zurawski SM, et al.
An interleukin 4 (IL-4) mutant protein inhibits both IL-4 or IL-13-induced human
immunoglobulin G4 (IgG4) and IgE synthesis and B cell proliferation: support for a
common component shared by IL-4 and IL-13 receptors. J Exp Med [Internet].
1993;178(6):2213-8.

Liu SM, King C. IL-21-Producing Th Cells in Immunity and Autoimmunity. J Immunol
[Internet]. 2013;191(7):3501—-6.

Sawant D V., Vignali DAA. Once a Treg, always a Treg? Immunol Rev. 2014;
259(1):173-91

Cabrera R, Tu Z, Xu Y, Firpi RJ, Rosen HR, Liu C, et al. An immunomodulatory role
for CD4+CD25+regulatory T lymphocytes in hepatitis C virus infection. Hepatology.
2004; 40(5):1062-71

Lin W, Jin L, Chen H, Wu Q, Fei Y, Zheng W, et al. B cell subsets and dysfunction of
regulatory B cells in IgG4-related diseases and primary Sjogren’s syndrome: The
similarities and differences. Arthritis Res Ther. 2014,;16(3):1-14.



118

8. ANEXOS
Lista dos documentos anexos

Anexo |: Aprovacgédo comissao de ética

Parecer consubstanciado do CEP- Numero do Parecer: 981.182- CAAE: 3
38408214.6.0000.5404: Avaliagcdo da resposta imune celular e humoral ao fator da
coagulacao deficiente em pacientes com hemofilia.

Parecer consubstanciado do CEP- Numero do Parecer: 1.802.711 - CAAE: 4
56934516.4.0000.5404: Avaliacdo clinica e laboratorial da subclasse de imunoglobulina
IgG4 para identificacdo de anticorpos neutralizadores do FVIII:C

Anexo Il Artigo publicado referente a tese de dout  orado: Inibidor e ITI

Titulo: Heat treatment of samples improve the performance of the Nijmegen-Bethesda assay
in hemophilia A patients undergoing immune tolerance induction.

Autoria: De Lima Montalvdo SA , Tucunduva AC, de Almeida Sambo AL, De Paula EV, de
Souza Medina S, Ozelo MC.

Referéncia: Thromb Res. 2015 Dec;136(6):1280-4.

Doi: 10.1016/j.thromres.2015.08.014. Epub 2015 Aug 28. PMID: 26344704

Anexo Il Artigo publicado em colaboracéo referent e a tese de doutorado:
Titulo: Quality laboratory issues in bleeding disorders.

Autoria: Adcock DM, Mammen J, Nair SC, De Lima Montalvdo SA .
Referéncia: Haemophilia. 2016 Jul;22 Suppl 5:84-9.

Doi: 10.1111/hae.12991.PMID: 27405682

Anexo IV: Artigo em submisséo referente ao resultad o da primeira fase do estudo
apresentado nesta tese de doutorado.

Titulo: Anti-factor VIII IgG4 and intracellular cytokines profile in T and B cells from hemophilia
A patients with inhibitor according to immune tolerance induction treatment response:
longitudinal evaluation with five years follow-up

Autoria: De Lima-Montalvdo S.A.; Rosa L.B.; Soares P.L.;Sambo, A.L.; Hosokawa M.M.T.;
Della-Piazza MC, Foschi NM, Costa-Lima C, Yamaguti-Hayakawa GG, Medina SS, Ozelo
MC.



119

Revista com intenc&o de submissao: Thrombosis and Haemostasis International Journal for
Vascular Biology and Medicine.

Anexo V: Artigo em submisséo referente ao resultado da segunda fase do estudo
apresentado nesta tese de doutorado.

Titulo: B cell subsets correlate with IgG4 realese and CD4+ IL-10+supression in Hemophilia
A patients under Immune Tolerance Induction.

Autoria: De Lima-Montalvdo S.A.; Miranda L.D, Martinelli BM, Soares P.L.; Racanelli A. P,
Sambo, A.L.; Hosokawa M.M.T.; Della-Piazza MC, Foschi NM, Costa-Lima C, Yamaguti-
Hayakawa GG, Medina SS, Ozelo MC.

Revista com inten¢éo de submiss&o: Thrombosis and Haemostasis International Journal for

Vascular Biology and Medicine.

Anexo VI. Artigo em submissdo referente a proposta de modificacdo técnica
desenvolvido durante esta tese de doutorado.
Titulo: Evaluation of IgG4 anti-FVIII as strategy to improve the diagnosis of factor VIlI

inhibitor in association with modified-Bethesda assay.

Autoria: De Lima-Montalvdo S.A.; Miranda L.D, Oliveira A. A; Soares P.L.; Aguiari H;
Racanelli A. P'; Sambo, A.L.; Hosokawa M.M.T.; Della-Piazza MC, Foschi NM, Costa-Lima
C, Yamaguti-Hayakawa GG, Medina SS, Ozelo MC.

Revista com intencdo de submissdo: RPTH Reserach and Practice Journal of Thrombosis

and Haemostasis



120

Anexo |: Aprovagdo comisséo de ética
Péagina inicial e de aprovacédo

1. Aprovagéao do projeto inicial



121



122

2. Aprovacao do desenvolvimento técnico referente a tese de doutorado



123



124

Anexo Il Artigo publicado referente a tese de dout  orado: Inibidor e ITI

Artigo original disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/i389384815300967




125



126



127



128



129

Anexo lllI: Artigo publicado em colaboracao referent e a tese de doutorado:

Artigo original disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/842991




130



131



132



133



134



135

Anexo IV: Artigo em submissao referente ao resultad o da primeira fase do estudo
apresentado nesta tese de doutorado.
Artigo | em processo de submissao: Thrombosis and Haemostasis International Journal for

Vascular Biology and Medicine.

Anti-factor VIII IgG4 and intracellular cytokines p  rofile in T and B cells from
hemophilia A patients with inhibitor according to i mmune tolerance induction
treatment response: longitudinal evaluation with fi ve years follow-up

De Lima-Montalvdo S.A.%?; Rosa L.B., Soares P.L. 2 Sambo, A.L.}; Hosokawa M.M.T.%;
Della-Piazza MC'?, Foschi NM'?, Costa-Lima C?, Medina SS*, Yamaguti-Hayakawa GG*?,
, Ozelo MC*2,

1. IHTC "Claudio L P Corréa", INCT do Sangue Hemocentro UNICAMP, University of
Campinas UNICAMP, Campinas, SP, Brazil.

2. Department of Internal Medicine, Faculty of Medical Sciences, University of Campinas,
FCM UNICAMP, Campinas, SP, Brazil

Correspondence:

Margareth Castro Ozelo, MD, PhD

IHTC Hemophilia Unit Claudio Luiz Pizzigatti Corréa

INCT do Sangue Hemocentro Unicamp, University of Campinas
Rua Carlos Chagas 480, Cidade Universitaria

Campinas, Sao Paulo 13.083.878 Brazil

Tel.: +55 19 3521 8395; fax: +55 19 3521 8670;

e-mail: margaret@unicamp.br

Running title: The absence of IgG4 is associated with long-term ITI success

Keywords: hemophilia, IgG4, regulatory T and B cells, immune tolerance induction

This work was supported by grants from Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) (MCO, 308820/20142).



136

Abstract

Immune tolerance induction (ITl) 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) VIl 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-FVIIl 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*1L10 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) VIl 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 (lg) 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 1FN-
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 1gG 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 -80°C 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, 56°C by 30
min (de Lima Montalvdo, 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), FVIlI-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™?) as the 50% residual activity and 0 BU.mL"
1as 100% residual FVIII activity. For undiluted samples if the residual activity was 100%,

the result was reported as 0 BU.mL™. 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™.

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-lmmuno™ PolySorp®, Thermo Scientific™,
USA) were coated with 5 IU.mL™? of FVIII overnight at 4C. 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, Mannedorf, 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 FVIIl. 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 10°
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™. 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 37°C on water bath were used before
beginning thawing procedure. The cryovials were transferred from liquid nitrogen to a 37°C
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 10° cells.mL* 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 10° viable PBMCs were
incubated for 6 hours at 37<C in a 5% CO ; humidified incubator for each stimulation protocol,
(@) 10 IU.mL? 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?, 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 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™ 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, I1L21, 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 pl of cells was added to 5 pl 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 2" ITI protocol, with inhibitor titer
of 0 BU.mlI%, 66% FVIII recovery and 7 hours FVIII half-life. Patient 2 achieved ITI success
at month 14 of 2" ITI protocol, with inhibitor titer of 0.3 BU.mlI, 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?, failure to ITI with inhibitor titer of 6.71 BU.ml*
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 1gG4/lgG1l 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 ITl, 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 FVIlI-stimulation CD4* PBMC. The period of post ITI
evaluation during prophylaxis in the month 20 (0.54 BU.ml?) for patient 1, month 14 of 29Tl
protocol update (0.26 BU.mlI?) for patient 2, month 20 during prophylaxis (0 BU.ml?) for
patient 3 and month 14 of the 3" ITI protocol (3.75 BU.ml ). 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 ITl, 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
!, patient 2 had 0.49 BU.mland patient 3 had 0 BU.mI. All of them showed absent of IgG4-
FVIII. Patient 4 had 4.22 BU.mlI* and high titer of IgG4-FVIII detected on dilution 1:640. The
profile for Thl, Th2 and Th3 evaluated with PMA unspecific and FVIII specific stimulation
were CD4*TNF * for Thl, 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 ITl, 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? (3.17-16.30). The
median historical peak titre was 69.1 BU.mL?' (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? 3x per week) for the
first protocol. Patient 4, after not had achieve complete success ITIl attempt received
rituximab at a fixed dose of 100 mg/week (60 mg.m) during four weeks. No different results,
for this patient were obtained, with inhibitor 3.75 BU.mL™? at the initial of rituximab protocol
and 4.22 BU.mL?, 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™* 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 ITl 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, 1gG4 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 1gG4 subclasses are involved in FVIII inhibitor development. The 1gG4 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 1gG4
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 Thl-driven IgG1 and IgG2 isotypes, whereas patients in whom [Tl was primarily
failure had Th2-driven IgG4 antibodies (Reding, 2002) [14]. Waters et al. also observed a
Thl-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 FVIlI-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 ITl 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™) are classified as partial success. Different from
FVIII-lgG1, the FVII-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 ITl, the FVIII-
IgG4 was negative with some samples with results between 0.6 a 2.0 BU.mL* 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-IlgG4 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-lgG4, 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/Th1l7 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 naive T cells into Thl 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 ITIl. 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
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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 1gG4, 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 Thl
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 ly 2m 1y 10m 3y 11m

Age at start of ITI 5y 9m 4y 7m ly 11m 13y 2m

Diagnosis ( F8 genotype) sHA (INV22) sHA (INV22) sHA (INV22) SHA (INV22)

Historical peak titer 150 54 16.30 56

(BU.mL )

Pre ITI titer (BU.mL™) 3.17 3.70 16.30 10

ITI response Success Success Success Failure

ITI achievement at Partial success Partial success Success Failure

month 33

ITI achievement Month 7 of Month 14 of Month 7 of No, after
2" |TI protocol 2" ITI protocol 15U ITI protocol 3 ITI protocol

Period of follow -up 5 years 5 years 4 years 4 years

(72 months) (72 months) (48 months) (48 months)
ITI protocol Started 50 1U/kg 25 1U/kg 30 IU/kg 75 IU/kg
3x/week 3x/week 3x/week 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, 19G1, 19G4 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-pdFVIIl 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, 3and 4 pre  and post ITl 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 ITl 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 FVIIL_ITI protocols is not effective in all patients and there are no

prophylactic tolerance regime to prevent inhibitor formation

The presence 1gG4 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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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, naive, memory, 1gG4
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 CD38": which was more frequent for patients with failure. The regulatory
B cells CD19 * CD24" CD38" were shown a suppressive function in CD4 * effector T cells,
which produce IL-10. The presence of IgG4-FVIIl, the high levels of CD19 * CD24CD38" B
cells and low frequency of regulatory T cells, present poor prognostic for ITI. While CD19 *
CD24" CD38" regulatory B cells played a suppressive role in CD4 *1L-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 IlgG4 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 FVIIl. 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™), 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 (ITl) 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-FVIIl 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™ and the inhibitor title
<10 BU.mL* 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™ (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? 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 -80°C 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, 56°C by 30
min (de Lima Montalvdo, 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), FVIlI-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 (FVIlI-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™ 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™. 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™.
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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 pdFVIIl 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 4C. | 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 37C. 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 FVIIl. 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 - 80T 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 370C on water bath were used before
beginning thawing procedure. The cryovials were transferred from liquid nitrogen to a 370C
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 37C 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 pl of cells was added to 5 pl 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, lllinois, 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 Il 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 Il 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 |, 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™ (range, 2 to 47 BU.mL™). Regarding the characteristics of this
group for the ITI protocol, the patients with complete success presented a median of 3.4
BU.mL? (range, 0.6 to 7.8 BU.mL?) 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 ITlI was 1.7 years (0.1-16 years) and the historical inhibitor
peak obtained during treatment was 7.8 BU.mL™ (1.25 -28.40 BU.mL™*). 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 | are
shown in table 2. For patients in group Il with partial success response at 33 months of ITlI,
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™ (1.9-
150 BU.mL?), and 31 BU.mL*? (2-150 BU.mL?), respectively. Regarding the ITI protocol,
patients with partial success had a median of 5 BU.mL™ (1.7-15.5 BU.mL™) 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* (3
, 8-392 BU.mL™). 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 Il 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 I
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? (1.99-78 BU.mL?), and 83 BU.mL* (33-273 BU.mL?), respectively.
Regarding the ITI protocol, the patients with failure presented a median of 18 BU.mL*(11.7-
65 BU.mL™?) 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?(23-535 BU.mL). 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 ITl, 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™ (1.8-
9.6 BU.mL?) , and 28 BU.mL™(9-148 BU.mL™), respectively. In relation to the ITI protocol,
these patients presented a median of 8 BU.mL™ (1.6-15 BU.mL™?) 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* (7-350 BU.mL™) . 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* (0-0.60 BU.mL?)
as patients who presented failure or abandonment (n = 9) to the protocol of ITI presented a
median of 3.05 BU.mL* (0.93-60.55 BU.mL™?), with a statistically significant difference (p
<0.001) according to the figurel.

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) 1gG4
immunoglobulin producing B cells (CD19+ CD24+ CD38hi), (2) regulatory B cells (CD19+
CD24hi CD38hi), (3) B cells memory (CD19+ CD24+ CD38-), (4) naive 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 naive B cells (CD19+ CD24int CD38int),
followed by the frequency of (CD19+ CD24+ CD38hi), and less frequently for B cells
producing 1gG4 (CD19+ CD24+ CD38hi) immunoglobulin.The naive 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 naive 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 naive 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 FVIll-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+ |L10+, 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+ L33+ 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* of these four presented a
failure to the protocol. The historical peak was > 200 BU.mL* only for one patient, also with
protocol failure (34). The best time to start ITl 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*

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 ITl. 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 1gG, 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 IlgG4 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 1gG4 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. IgG1l 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-FVIIlI 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 ITl. 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 Thl 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 (Try) 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 Tu2 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 Tu2 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 1gG4 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 Thl 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).1n 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
ITl 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*CD24" CD38" cells has been associated with regulatory B cells, while the
CD19*CD24  CD38" profile is associated with peripheral plasma cells producers of IgG4.
Furthermore, CD19*CD24* CD38 e CD19*CD24" CD38™ 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- CD38" 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*CD24™CD38™
memory B-cells, with higher levels in the presence of IgG4. It was also obtained a correlation
between the CD19*CD24 CD38" 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*CD24" CD38" regulatory cells, however, in order to
evaluate the function of CD19*CD24" CD38" 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*CD24"CD38"
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*CD24"CD38".

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-CD38" cell profile was more frequent in samples of patients who failed the ITI
protocol when compared to patients successfully on ITl, and in addition, a correlation was
observed with FVIII neutralizing function inhibitory antibodies and with the subclass of
immunoglobulin 1gG4, evidencing a plasma profile of antibody-producing B cells in
hemophilia. The CD19*CD24"CD38" 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*CD24"CD38" 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.
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Age Race Family history of | Family history of | Mutation F8 Titrel® Age Historical
(years) hemophilia Inhibitor (INV22) inhibitor 1°inhibitor peak (UB/ml)
(UB/ml) (years)

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.EJ.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. .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 IlI: Partial ITI Success
1.P.B. C. 14 Black Yes No INV22 150 2 150
2.R.J.deF. 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 Ill: I Tl Failure
1.H.M.S. S. 4 Black Yes No INV22 78.42 0.9 83
2J.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
4S.J. L. 5 Black Yes Yes INV22 1.99 1 204
5H.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)




Table 2. Clinical data of the patients from the protocol of Induction of Immune Tolerance (ITl)
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Inhibitor pre ITI Age Years between 1st Initial ITI protocol Type of factor used - ITI Peak
(UB/ml) beginning of ITI (years) Inhibitor - ITI pdFVII (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 23 155 25 UI/Kg 3x week Plasma derived 9.77
3.EJ.S. 55 46 104 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. LM.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 Ul/Kg 3x week Plasma derived 16.3
9.S.B. 13 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 IlI: Partial ITI Success
1.P.B.C. 51 5 3.6 50 UI/Kg 3x week Plasma derived 62.8
2.R. J. deF. 3.9 4 0.1 20 Ul/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
5A. A P. 17 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 lll: I TI Failure
1.HM.S. S. 64.70 1 0.1 50 UI/Kg 3x week Recombinant 175.00
2J.P.B.S. 11.70 13 9 35 Ul/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 Ul/Kg diério Recombinant 535.00
5H.P.F. 17.90 11 0.7 50 Ul/Kg diério 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
1E.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)




Table 3. Clinical data of patients regarding the outcome of the Immunologic Tolerance Induction (IT1)
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Inhibitor / PK tolerance ITI Clinic Months to Inhibitor PK after 33
ITI Response tolerance after after 33 outcome achieve tolerance after 33 months (hours)
after 33 months 33 months months after 33 months to FVIII 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.EJ.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. .LM.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.deF. 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 llI: I TI Failure
1.HM.S. S Failure 60.55 Not aplicable | Failure Not aplicable
2J.P.B.S. Failure 3.20 Not aplicable | Failure Not aplicable
3.P.H. V.M. Failure 21.83 Not aplicable | Failure Not aplicable
4S.J.L. Failure 31.35 Not aplicable | Failure Not aplicable
5H.P. F. Failure 12.04 Not aplicable | Failure Not aplicable
Median or % (n) - 22(3-60.5) - - Not aplicable
Group IV: Treatment Abandonment
1E.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
4G.J.G. S. Em tratamento*20 meses 1.77 Not aplicable

Median or % (n)

3.6 (1.7-11.9)




Table 4. Characteristics of the samples analyzed after the ITI clinical outcome
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Type of experiment and samples Years Between ITI Inhibitory of specific Cellular Intracytoplasmic cytokine on Complete PBMC and in the
evaluated Clinical Outcome and 1gGs antibodies frequency the stimulation of FVIII absence of regulatory B cells
Sample Analysis
Group I: ITI Success
1.R.C.J.S. 2 X X - -
2.D.T. 3 X - - -
3.EJ.S. 3 X X X X
4.H.A.C. 3 X - - -
5. LM.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 llI: Partial ITI Success
1.P.B.C. 5 X X - -
2.R.J.deF. 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 IlI: I Tl Failure
1.HM.S.S. 0 X X X X
2J.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
5H.P.F. 1 X - - -
Median or % (n) 3(0-6) X
Group IV: Treatment Abandonment
1E.S. K 1 X - - -
2.E. J. dos S. Follow-up1.5 X - - -
3.L.R.A 2 X - - -
4G.J.G.S. Follow-up 1.6 X - - -
Median or % (n) 15 (1-2) X - - -
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Figure 1. Functional evaluation of FVIll-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. 1gG4 subclasse specific to FVIIlI 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 Naive 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 1gG4 release B cells in Complete Success
and failure ITI patients.

Figure 7. InterleukinsIL4*, 1L21", 1L33", 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*, 1L21*, 1L33", 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
(IT1) 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 FVII-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-lgG4 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-lgG4 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 FVIlI
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 1gG 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 1gG4 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-FVIll, 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 -80°C 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, 56°C 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 (FVIl-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 1IgG subclasses by ELISA

The anti-FVIII 1gG subclasses was performed by ELISA, using two different FVIII
products, a pdFVIIlI concentrate, Octavi SD Optimum®, (Octapharma, France),
and a full-length recombinant FVIII (rFVIIl) concentrate, Advate®, (Baxter,
Switzerland). In the first day, polystyrene microtiter plates (Nunc-Immuno™
PolySorp®, Thermo Scientific™, USA) were coated with 5 [U mL-1 of FVIII
overnight at 4C. Inthe 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-lgG specific for subclasses IgGl and I1gG4 (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 1gG
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 ITl 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-lgG4 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-lgG4 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
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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-lgG4
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 O 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-lgG4 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-lgG4. 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 FVIlI-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 FVI1II-1IgG4, 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-lgG4 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-lgG4 and MBA with FVIII activity measure with chromogenic method show
higher specificity.
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Figure 1. FVIII-lgG4 titer from 44 samples with MBA  negative (Group A). FVIII-lgG4 median
was not detectable (ND) (ND-1:640).
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Figure 3. FVIII-lgG4 titer from 55
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Bethesda Unit

Figure 4. Atotal of 269 specimens from 51 patients were evaluated to MBA assay and FVIII-lgG4

titer. The graph shows a segregation from dilutions above 1:1280 related the Bethesda unit
detected.

1504
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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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Tablel. Inhibitor classification according with two assays with both, 1gG4 level and function
antibodies detection.

FVIll-lgG4 Bethesda Units Concordance Inhibitor
of FVIII-IgG4 classification
(BU.mLY) and MBA
(n=259)
>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-lgG4 and MBA were: <1:1280 and <5
BU/mI 77%; <1:1280 and >5 BU/mI 23%; >1:1280 and >5 BU/mI 88%; > 1:1280 and < 5
BU/mI12%.



