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RESUMO 

 

A hemofilia A adquirida (HAA) é uma doença hemorrágica autoimune rara, 

causada pela produção de inibidores contra o fator VIII (FVIII) da coagulação, que 

apresenta alta taxa de morbimortalidade. A raridade da doença e a incidência maior 

em pacientes idosos dificulta a realização de estudos capazes de compreender os 

mecanismos fisiopatológicos responsáveis pelo aparecimento desses inibidores. 

Portanto, o objetivo desse estudo é avaliar os mecanismos imunológicos envolvidos 

na HAA, com foco na resposta imune celular no desenvolvimento de inibidor ao 

FVIII e em relação à resposta imunossupressora, em uma coorte seguida 

longitudinalmente. Esse é um estudo longitudinal observacional que recrutou 

pacientes diagnosticados com HAA que fizeram acompanhamento no Hemocentro 

Unicamp entre 2014 até 2022. Foram incluídos 23 pacientes (inibidor > 0,6 UB/dL 

e FVIII < 50%), e o tratamento imunossupressor de primeira linha consistiu 

predominantemente na associação de prednisona com ciclofosfamida. Os 

pacientes que recaíram foram indicados para uso de rituximabe como segunda 

linha. Além dos dados clínicos, amostras de células mononucleares de sangue 

periférico (PBMC) foram coletadas e criopreservadas para analisar a resposta 

celular. As células foram cultivadas sob diferentes estímulos, incluindo FVIII, por 

24h e analisadas por citometria de fluxo, onde as frequências de diferentes 

citocinas foram quantificadas com intenção de verificar a atividade dos subtipos de 

linfócitos T auxiliares (CD4+) e linfócitos B (CD19+) em diferentes momentos do 

acompanhamento. Quatro pacientes foram censurados por dados insuficientes no 

seguimento. Dentre o grupo de pacientes não censurados (N=20), 70% alcançaram 

remissão completa sustentada e 30% recaíram ou falharam ao protocolo de 

primeira linha. Os pacientes com remissão sustentada demonstraram ao 

diagnóstico uma resposta predominantemente mediada por células T efetoras (T 

helper), incluindo as células Th17 e células efetoras T foliculares (Tfh). Isso pode 

ser concluído pela observação de níveis elevados de citocinas responsáveis pela 

atividade de linfócitos Th17, incluindo aumento nas frequências de IL-17a (P = 0,01) 

e TGF- (P = 0,05). No caso dos linfócitos Tfh, devido a produção elevada de IL-21 

(P = 0,02). Ademais, esse estudo observou que os pacientes que recaíram ou 

falharam também possuem uma resposta mediada por Th1, pelo aumento na 



 
 

frequência de TNF- (P = 0,05) e IFN- (P = 0,0001). Na avaliação dos linfócitos B 

(CD19+), observou-se um aumento intracelular de BAFF (B cell activating factor) e 

APRIL (a proliferation inducing ligand), ao diagnóstico desses pacientes. A 

frequência de BAFF do grupo recaída/falha é significativamente maior do que o 

grupo de remissão completa sustentada (P = 0,05). Esse estudo também 

correlacionou as titulações de imunoglobulinas (Igs) dos pacientes com a produção 

de citocinas, observando uma correlação moderada entre IgA anti-FVIII e IL-17a (r 

= 0,52; P = 0,02) e TGF- (r = 0,57; P = 0,02) no grupo de remissão completa 

sustentada. Uma correlação forte no grupo de pacientes que recaíram ou falharam 

ao tratamento também foi observada entre IgG4 anti-FVIII e a frequência de IL-4 (r 

= 0,96; P = 0,0001) e IL-21 (r = 0,964; P = 0,0001). Esses dados sugerem que o 

perfil de resposta imune celular em pacientes que atingiram remissão completa 

sustentada é diferente dos pacientes que evoluem com recaída ou falha ao 

tratamento imunossupressor, com a ativação de células Th1 em pacientes 

refratários, o que pode contribuir para a persistência do inibidor. O aumento 

significativo na produção de BAFF, IL-4, TNF- e IFN- apenas no grupo de 

recaída/falha pode indicar um papel de potenciais preditores para a resposta à 

terapia imunossupressora na HAA. 

 

Palavras-chave: hemofilia A adquirida, inibidores dos fatores da coagulação 

sanguínea, fator VIII, BAFF, imunidade celular 

  



 
 

ABSTRACT 

Acquired hemophilia A (HAA) is a rare autoimmune hemorrhagic disease, caused 

by the production of inhibitors against coagulation factor VIII (FVIII), which has a 

high morbidity and mortality rate. The rarity of the disease and the higher incidence 

in elderly patients make it difficult to carry out studies capable of understanding the 

pathophysiological mechanisms responsible for the appearance of these inhibitors. 

Therefore, the objective of this study is to evaluate the immunological mechanisms 

involved in AHA, with a focus on the cellular immune response in the development 

of an FVIII inhibitor and in relation to the immunosuppressive response, in a cohort 

followed longitudinally. This is a longitudinal observational study that recruited 

patients diagnosed with AH who were followed up at Blood Center, Unicamp, 

between 2014 and 2022. We included 23 patients (inhibitor > 0.6 UB/dL and FVIII < 

50%), and first-line immunosuppressive treatment consisted predominantly of the 

association of prednisone with cyclophosphamide. Patients who relapsed were 

indicated for use of rituximab as a second line. In addition to clinical data, peripheral 

blood mononuclear cell (PBMC) samples were collected and cryopreserved to 

analyze cellular response. The cells were cultivated under different stimuli, including 

FVIII, for 24h and analyzed by flow cytometry, where the frequencies of different 

cytokines were quantified with the intention of verifying the activity of subtypes of 

helper T lymphocytes (CD4+) and B lymphocytes (CD19+) in different follow-up 

times. Four patients were censored for insufficient data at follow-up. Among the 

group of uncensored patients (N=20), 70% achieved sustained complete remission 

and 30% relapsed or failed the first-line protocol. Patients with sustained remission 

demonstrated at diagnosis a response predominantly mediated by effector T cells 

(T helper), including Th17 cells and follicular T effector cells (Tfh). This can be 

concluded by observing elevated levels of cytokines responsible for Th17 

lymphocyte activity, including increased frequencies of IL-17a (P = 0.01) and TGF-

 (P = 0.05). In the case of Tfh lymphocytes, due to high production of IL-21 (P = 

0.02). Furthermore, this study observed that patients who relapsed or failed also 

had a Th1-mediated response, by increasing the frequency of TNF-α (P = 0.05) and 

IFN- (P = 0.0001). In the evaluation of B lymphocytes (CD19+), an intracellular 

increase of BAFF (B cell activating factor) and APRIL (a proliferation inducing 



 
 

ligand) was observed at the diagnosis of these patients. The BAFF frequency of the 

relapse/failure group is significantly greater than that of the sustained complete 

remission group (P = 0.05). This study also correlated patients' immunoglobulin (Igs) 

titers with cytokine production, noting a moderate correlation between anti-FVIII IgA 

and IL-17a (r = 0.52; P = 0.02) and TGF- (r = 0.57; P = 0.02) in the sustained 

complete remission group. A strong correlation in the group of patients who relapsed 

or failed treatment was also observed between anti-FVIII IgG4 and the frequency of 

IL-4 (r = 0.96; P = 0.0001) and IL-21 (r = 0.964; P = 0.0001). These data suggest 

that the cellular immune response profile in patients who achieved sustained 

complete remission is different from patients who relapse or fail immunosuppressive 

treatment, with activation of Th1 cells in refractory patients, which may contribute to 

inhibitor persistence. The significant increase in the production of BAFF, IL-4, TNF-

α and IFN- only in the relapse/failure group may indicate a role of potential 

predictors for the response to immunosuppressive therapy in AHA. 

Keywords: acquired hemophilia A, inhibitors of clotting factors, factor VIII, BAFF, 

cellular immunity.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Epidemiologia da hemofilia A adquirida 

 

A hemofilia A adquirida (HAA) é uma rara doença autoimune que resulta em 

graves episódios de sangramentos. A doença é causada pela produção de 

autoanticorpos, que por razões pouco conhecidas (e que serão discutidas 

posteriormente), passam a neutralizar epítopos funcionais do fator VIII (FVIII) da 

coagulação (1–4). Em virtude à baixa incidência de pacientes com HAA, que 

acomete aproximadamente 1,5 casos/milhão na população geral e 14,7 

casos/milhão na população acima dos 85 anos (2,5), grandes estudos 

populacionais acabam tornando-se inviáveis – principalmente devido ao longo 

tempo para conseguir incluir participantes elegíveis, e pelo alto valor a ser investido 

em estudos que geralmente são longos. Por essa razão, pouquíssimo se sabe 

sobre os mecanismos imunológicos e fisiopatológicos que podem ser responsáveis 

pelo aparecimento da doença. 

Ao observar as principais características da HAA e comparar sua 

patogênese com a hemofilia A congênita (HA), é possível notar que embora ambas 

as variações de hemofilia sejam caracterizadas pelo prejuízo da coagulação devido 

a função afetada do FVIII da coagulação, as propriedades epidemiológicas, 

biológicas e clínicas da HAA e da HA são distintas. As principais diferenças estão 

sumarizadas adiante e podem ser observadas na tabela 1. 

A fisiopatologia da HAA ainda é pouco conhecida, mas sabe-se que a 

inativação do FVIII da coagulação ocorre por mecanismos imunológicos, que não 

estão associados a fatores moleculares capazes de alterar a estrutura da proteína 

(6,7).  

Por outro lado, a HA se manifesta devido a mutações que podem levar a 

alterações estruturais na molécula do FVIII, causando ausência ou diminuição na 

produção de FVIII. Por ser uma doença congênita e ligada ao cromossomo X, a HA 

é incomum em indivíduos do sexo feminino, e é possível observar a manifestação 

dos sintomas clínicos logo na infância.  

No caso da HAA observa-se uma incidência semelhante em homens e 

mulheres e usualmente acomete idosos, com uma idade média de 75 anos (3,8,9). 
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Normalmente, quanto mais idoso, mais frequente é o surgimento da doença, e mais 

severas são as manifestações, o que requer maior cuidado e atenção durante o 

tratamento (5,10). Entretanto, vale salientar que a HAA não é restrita aos idosos e 

pode se manifestar em indivíduos de qualquer idade, havendo um pico de 

ocorrência em mulheres gestantes e no período de puerpério (11), e é mais 

incomum em crianças e adolescentes, onde a incidência anual é de 0,0045/milhão 

de habitantes (12).  

 

Tabela 1. Comparação entre a fisiopatologia da HAA e da HA1
 

 Hemofilia A adquirida (HAA) Inibidor na Hemofilia A (HA) 

Alvo 
FVIII endógeno 
(autoanticorpos) 

FVIII exógeno (terapêutico) 
(aloanticorpos) 

Idade (primeiras 
manifestações 

clínicas) 
Mais comum em idosos Aparecimento em crianças 

Fatores 
desencadeantes 

Sem predisposição genética. 
Afeta homens e mulheres 

igualmente. 

Herança ligada ao cromossomo 
X, sendo mais comum em 

homens. 

Características 
dos inibidores 

Normalmente cinética do tipo 2 
(sem correlação entre o nível 
residual de inibidor e FVIII) 

Normalmente cinética do tipo 1 
(inativação do FVIII 

concentração-dependente) 

Tipo de Ig 
Usualmente IgG1 e IgG4, e 

raramente IgA ou IgM 
IgG1 e IgG4 

Perfil de 
sangramento 

Sangramentos espontâneos 
ocorrem normalmente com 

FVIII < 5% 

Hematomas 

Sangramento mucocutâneo e 
muscular 

Sangramentos espontâneos 
severos normalmente com 

níveis de FVIII < 1%. 

Hemartroses 

Sangramento nas articulações 

Sobrevida Alto índice de mortalidade 
Índice de mortalidade diminuiu 
com as opções de tratamento 

 

A maioria dos pacientes com HAA manifestam a doença por causas 

desconhecidas (fatores idiopáticos, > 60%), mas também são reportados casos em 

 
 
1 Tabela adaptada de Webert, 2012 e Coppola et al., 2012.  
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que a HAA é desencadeada secundariamente a condições como neoplasias 

(aproximadamente em 20% dos casos), doenças autoimunes (como por exemplo: 

lúpus eritematoso sistêmico [LES], síndrome de Sjögren, artrite reumatoide – que 

atinge aproximadamente em 15%), infecções virais (como hepatites e infecção pelo 

vírus da imunodeficiência humana [HIV], em até 10%) e ainda podem estar 

relacionadas à gestação ou ao uso de determinados medicamentos (3,13,14). 

 

 

1.2. Sinais clínicos da HAA 

 

Embora tanto a HAA e quanto a HA possam manifestar sangramentos 

espontâneos ou induzidos por trauma, o perfil de sangramento nos pacientes é 

diferente. A classificação da HA congênita baseia-se na atividade de FVIII residual, 

onde valores < 1 unidade internacional por decilitros (UI/dL) caracterizam a HA 

grave, valores de 1-5 UI/dL correspondem a HA moderada, e 5-40 UI/dL indicam 

HA leve (15). Quanto maior a gravidade da HA, mais frequente e intensa é a 

manifestação dos episódios hemorrágicos, o que impacta na frequência da 

necessidade de intervenção terapêutica, que inclui a utilização de concentrados de 

FVIII, como os derivados de plasma (pdFVIII) ou recombinantes (rFVIII). Os 

concentrados de FVIII são produtos utilizados com o potencial de restaurar a função 

da hemostasia comprometida na HA e previne ou controla as manifestações 

hemorrágicas (16). A estrutura do FVIII é altamente imunogênica, e as infusões de 

concentrados de FVIII em pacientes com HA podem desencadear o 

desenvolvimento de aloanticorpos contra o FVIII (inibidores), o que é observado em 

até 30% dos pacientes com HA severa (15,17,18).  

Pacientes com HA grave apresentam sangramentos espontâneos e 

recorrentes nas articulações com comum aparecimento de hemartroses, 

hemorragias musculares e em cavidades (15,19). O perfil de sangramento na HAA 

é independente da atividade do FVIII e podem ser quadros hemorrágicos graves 

(20–22). Pacientes com HAA apresentam extensos hematomas, com sangramento 

predominantemente subcutâneo (> 80%) seguido por sangramentos musculares (> 

40%), e em menor incidência sangramentos no trato gastrointestinal/retroperitoneal 
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(<10%). Diferentemente da HA, sangramentos articulares são pouco frequentes 

(20).  

 

 

1.2.1. Diagnóstico da HAA 

 

O diagnóstico da HAA ocorre normalmente em indivíduos que não 

apresentam histórico prévio ou familiar de sangramento, e deve ser realizado 

associando a evolução clínica e os dados laboratoriais do paciente. Por ser uma 

doença rara, muitas vezes é subdiagnosticada e, portanto, o diagnóstico diferencial 

deve ser realizado com muita cautela, e os profissionais devem ser treinados e 

adequadamente preparados para identificar a presença da doença. A demora no 

diagnóstico correto impacta no atraso do início do tratamento e prejuízo na 

resposta, como observado no estudo EACH2 (3), o que aumenta a taxa de 

mortalidade decorrente da patologia.  

Os testes laboratoriais utilizados associam o sangramento anormal a um 

prolongamento no tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), e baixa 

atividade do FVIII (FVIII:C). O TTPa é utilizado como teste de triagem, e apresenta 

algumas desvantagens, incluindo a alta taxa de variabilidade e imprecisão 

observada na execução da técnica (8,23).  

Uma técnica que pode ser utilizada para auxiliar a confirmação do 

diagnóstico é o teste de mistura, que é utilizada principalmente em locais onde não 

é possível realizar o ensaio de Bethesda. O objetivo desse teste é identificar a 

presença de inibidores ao misturar o plasma do paciente com uma outra fonte de 

FVIII (como por exemplo o pool de plasma de indivíduos saudáveis). A 

normalização dos valores do TTPa após a leitura do teste é sugestiva de que o 

plasma normal tenha fornecido o fator necessário para ativação da coagulação, e 

indica deficiência de fator. Contudo, em situações em que o teste de mistura não é 

suficiente para normalizar os valores do TTPa, o resultado é um indicativo de que 

exista a presença de inibidores que estão inativando a atividade do fator de 

coagulação (1,24). Para garantir a eficiência da interpretação do resultado, deve-

se descartar o uso de anticoagulantes ou a presença de anticoagulante lúpico.  



26 
 

A confirmação definitiva do diagnóstico de HAA pode ser realizada pelo 

ensaio de Bethesda (BA, Bethesda assay) ou por uma de suas modificações, como 

Nijmegen, que melhorara a sensibilidade do teste ao tamponar o pool de plasma 

normal ao substituir o imidazol por um plasma deficiente livre de inibidores 

(8,23,25). Esse ensaio avalia indiretamente a quantidade residual de FVIII após a 

ação do anticorpo neutralizante anti-FVIII. O anticorpo produzido é quantificado por 

meio da titulação do anticorpo e avaliação do efeito do anticorpo em uma fonte 

estável de FVIII. Após um período de incubação é determinada a atividade residual 

do fator VIII:C, preferencialmente pelo método cromogênico (23). Portanto, pelo 

método Bethesda é possível estabelecer a correlação entre a atividade do FVIII 

residual e o título de inibidor. Por definição, a unidade de Bethesda (BU) é a unidade 

de medida que corresponde à quantidade de inibidor capaz de neutralizar 50% da 

atividade do FVIII por mililitro. O paciente recebe diagnóstico de HAA quando a 

atividade do FVIII é menor do que 50% e o título de inibidor é maior de 0,6UB por 

mililitro (UB/mL) (8).  

 

 

1.3. Tratamento da HAA 

 

Indivíduos com HAA devem ser tratados o mais rápido possível para evitar 

maiores complicações decorrente aos episódios de sangramento. Devido a 

gravidade dos sangramentos e as complicações que podem ser observadas, 

indivíduos diagnosticados com HAA devem ser tratados em centros especializados, 

e que possuam pessoal capacitado (21).  

A conduta clínica deve ter dois objetivos primordiais, (1) reestabelecer a 

hemostasia e controlar qualquer sangramento presente, e (2) erradicar a presença 

do inibidor com o uso de medicamentos imunossupressores. As principais terapias 

farmacológicas utilizadas na HAA são descritas a seguir e ilustradas na Figura 1. 
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1.3.1. Controle dos sangramentos: uso de agentes bypassing 

 

O atual tratamento para a HAA é baseado em diretrizes internacionais 

publicadas por Tiede e colaboradores em 2020 (8). Sangramentos que são 

clinicamente relevantes devem ser tratados com agentes bypassing. Os agentes 

utilizados incluem o fator VII ativado recombinante (rFVIIa) e o complexo 

protrombínico ativado (CPPa). Nenhum estudo comparativo demonstrou diferenças 

entre a efetividade do rFVIIa e do CPPa, e ambos são altamente efetivos para tratar 

os sangramentos, portanto a escolha do agente a ser utilizado dependerá da 

disponibilidade e experiência local (8,26,27). Usualmente, esses agentes são 

indicados para sangramentos agudos, mas também podem ser utilizados como 

profiláticos em caso de procedimentos invasivos (Nogami et al., 2018).  

O rFVIIa age diretamente a outros fatores de coagulação, como o FX, e 

promove a conversão do FX em FXa, induzindo a geração de trombina. O rFVIIa 

também pode se ligar ao receptor da proteína C endotelial (EPCR), e ativar 

diretamente o FX, contribuindo para a expansão da produção de trombina. O 

aumento de trombina ocorre após ativação do FX e de outros fatores de coagulação 

que se ligam à superfície da membrana das plaquetas. (28). O CPPa possui os 

fatores da coagulação dependentes da vitamina K (protrombina, FVII, FVIIa, FIX, 

FIXa e FX), onde parte deles estão parcialmente ativados e facilitando a produção 

de trombina (29).  

Pacientes que apresentam título de inibidor acima de 5 UB/mL (> 5 UB/mL) 

são considerados pacientes com alto título de inibidor. O título aumentado é capaz 

de inativar rapidamente o FVIII presente na circulação, e os concentrados de FVIII 

são ineficazes. Como alternativa é possível utilizar os concentrados de agentes de 

bypassing, no entanto, esses produtos nem sempre são eficazes. Nesses casos, 

também pode ser utilizado o FVIII recombinante porcino (rpFVIII), que apresenta 

uma boa resposta no controle hemostático desses pacientes (30). Embora o rpFVIII 

não seja utilizado no Brasil, é importante salientar que as diretrizes internacionais 

recomendam que antes da utilização desse fator, os títulos de inibidor porcino 

sejam testados. O teste é executado pelo mesmo princípio do ensaio de Bethesda, 

utilizando reagentes específicos para a amostra testada (8).  
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Mais recentemente, estudos tem apontado para benefícios do uso do 

emicizumabe na HAA. O emicizumabe é anticorpo biespecífico que mimetiza o 

FVIII, capaz de reduzir consideravelmente as taxas de sangramentos na HA, sendo 

indicado para o tratamento profilático de pacientes com ou sem inibidor (27). 

Embora não seja utilizado com frequência no Brasil, por não ser aprovado pelo SUS 

para tratamento de HAA, e possuir custo elevado (o que torna a adesão ao 

tratamento inviável), ele é utilizado off-label para tratamento da HAA em inúmeros 

países, incluindo os Estados Unidos e o Reino Unido, e já está aprovado no Japão 

inclusive para essa finalidade (27,31,32).  

A utilização do emicizumabe na HAA parece ter algumas vantagens, 

considerando os possíveis efeitos no tratamento da doença, incluindo a prevenção 

de sangramentos espontâneos, aplicações subcutâneas em intervalos longos, 

possibilitando o tratamento ambulatorial de pacientes, além de permitir que 

tratamentos imunossupressores sejam realizados de forma mais branda e com 

menor intensidade (3). Um estudo revisou 73 relatos de caso que utilizaram 

emicizumabe como profilático na HAA, e os resultados demonstraram que a 

medicação é promissora e apresenta eficácia em prevenir sangramentos, sugerindo 

que após mais pesquisas, o fármaco possa ser utilizado como segunda linha de 

tratamento para prevenir sangramentos agudos em pacientes que ainda não 

erradicaram o inibidor (33). Contudo, vale ressaltar que estudos maiores precisam 

ser conduzidos para monitorar cuidadosamente quais são os possíveis eventos 

adversos e complicações (como AVC, por exemplo), a fim de mensurar a 

verdadeira relação entre a segurança e eficácia do protocolo (32). 

 

 

1.3.2. Fármacos imunossupressores 

 

A imunossupressão é utilizada para erradicar os níveis de inibidores, e tem 

como objetivo reduzir o risco de sangramento, além de diminuir o tempo para se 

alcançar a remissão completa. Como grande parcela da casuística da HAA é 

composta por pacientes idosos ou que possui outra patologia de base (como 

neoplasias ou doenças autoimunes), a imunossupressão deve ser realizada com 

cautela, já que os efeitos colaterais dos imunossupressores são perigosos e 
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potencialmente fatais (34). A imunossupressão causa efeitos colaterais em mais de 

37% dos pacientes, e a taxa de mortalidade é mais alta em indivíduos mais idosos 

com comorbidades. Dentre os efeitos reportados, podemos destacar leucopenia, 

infecções severas, trombocitopenia, e diabetes induzida por glicocorticoides (35). 

Embora os protocolos de tratamento possam variar de acordo com o estudo 

e centro de tratamento, a recomendação mais recente (2020) propõe que pacientes 

com HAA que possuem níveis de FVIII ≥ 1% e título de inibidor ≤ 20 UB/mL façam 

uso de esteroides por um período de 3 a 4 semanas (prednisona 1mg/kg/dia), sem 

associação de outros fármacos, e em casos de não-resposta, seja adicionado 

ciclofosfamida (1-2 mg/kg/dia) ou rituximabe (375mg/m2 por semana). Por outro 

lado, para pacientes que possuem os níveis de FVIII < 1% ou título de inibidor > 20 

UB/mL, seja utilizado como primeira linha a administração conjunta de esteroides 

associado de ciclofosfamida ou rituximabe pelo período de 3 a 4 semanas (8). 

Outros agentes imunossupressores também podem ser utilizados quando o 

paciente não responde as terapias padronizadas, incluindo azatrioprina, 

ciclosporina ou vincristina (21).  

Os imunossupressores, como glicocorticoides (prednisona) e a 

ciclofosfamida, são capazes de modular a ação e resposta dos linfócitos. Os 

glicocorticoides diminuem a maturação e atenuam a resposta das células 

dendríticas ao diminuir a expressão do MHC-II (complexo principal de 

histocompatibilidade). Além disso, diminuem a expressão de citocinas pró-

inflamatórias como IL-12 e TNF, e aumentam a expressão de citocinas anti-

inflamatórias, como IL-10. Na imunidade adaptativa, são capazes de inibir sinais de 

coestimulação, reduzir a ativação do receptor de célula T (TCR) e a sobrevivência 

de linfócitos (suprimem a resposta de células Th1 e Th17 e estimulam a função de 

células Th2 e T regulatórias) (36).  

A ciclofosfamida é um fármaco quimioterápico alquilante de DNA utilizado no 

tratamento de diferentes neoplasias. Doses altas (> 200mg/kg ou > 750mg/m2) 

podem causar depleção geral de linfócitos e são administradas em protocolos de 

tratamento para LES ou em transplante de medula óssea (37,38). Baixas doses (1-

3mg/kg) podem ser utilizadas em protocolos de neoplasias e é preconizado no 

tratamento da HAA. Ao diminuir a dosagem utilizada o fármaco passa a ser mais 

bem tolerado, e os efeitos adversos são reduzidos significativamente. As células T 
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regulatórias (Tregs) são depletadas seletivamente e têm sua função atenuada 

quando a administração de ciclofosfamida ocorre em doses baixas. Estudos 

demonstram que esse efeito pode decorrer da diminuição da expressão de FoxP3, 

que é um importante fator de transcrição (FTr) de células Tregs (39). Outro gene 

inibido é o gene da superfamília do TNF-induzido por glicocorticoide, que age como 

uma molécula coestimulatória que induz a proliferação de Tregs (40). Embora as 

células Treg tenham um papel importante ao auxiliar a diminuir a resposta 

autoimune, a ciclofosfamida possui maior efeito nas células B e nas células T 

efetoras, e estudos demonstram que os efeitos na depleção de células B é mais 

rápido do que o efeito observado nas células Tregs (41,42). É interessante notar, 

que a função de outras células T efetoras é aumentada, e que a secreção de 

citocinas é alterada de um perfil Th2 para um perfil Th1, com o aumento da 

secreção de interferon do tipo 1 e IL-2. As células Th1 possuem o potencial de 

aumentar a proliferação de células T citotóxicas (TCD8+), que são essenciais para 

a lise tumoral (39). 

Além do rituximabe, que é um anticorpo monoclonal direcionado para células 

CD20, outros fármacos são utilizados como potenciais alvos terapêuticos em 

pacientes com HAA, sobretudo casos que apresentam muita dificuldade na 

erradicação do inibidor. Recentemente, alguns relatos de caso têm descrito a 

utilização do bortezomibe off-label em casos refratários.  

O bortezomibe é um fármaco quimioterápico que tem sido estudado como 

uma opção terapêutica promissora em doenças autoimunes que são mediadas pela 

produção de autoanticorpos, principalmente por apresentar efeitos citotóxicos 

diretos em plasmócitos alterados, e atua diretamente na imunidade humoral ao 

reduzir a proliferação de células B ativas ao diminuir a capacidade dos linfócitos B 

iniciarem as respostas mediadas por anticorpos. Poucos estudos recentes têm 

associado protocolo de bortezomibe para pacientes com HAA resistente e 

secundária a mieloma múltiplo, apresentando resultados satisfatórios, e sugerindo 

uma nova abordagem terapêutica a ser estudada para tratamento de pacientes com 

HAA (43,44).  
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Figura 1. Principais terapias utilizadas no tratamento da HAA. A erradicação do inibidor 
é realizada pela imunossupressão mediada por esteroides, rituximabe e/ou ciclofosfamida. 
Corticosteroides agem modulando a resposta imunológica ao inibir os sinais emitidos pelas 
células T auxiliares (Th) e, portanto, diminuem as interações entre células T e B, diminuindo 
a ativação das células B. O rituximabe é um anticorpo monoclonal quimérico que age 
depletando células CD20+, inibindo a quantidade circulante de células secretoras de 
anticorpos. O quadro superior direito demonstra quais são os efeitos imunossupressores 
observados no uso da ciclofosfamida em baixas concentrações (30-100mg/dia). A 
ciclofosfamida age depletando as células T regulatórias seletivamente, e inibindo sua 
função supressora. Além disso, é capaz de alterar o perfil de citocinas secretadas pelos 
linfócitos, de Th2 para Th1, e aumentar a expressão de células Th17 e células CD8 
efetoras. Quando necessário, o manejo dos episódios hemorrágicos é realizado pelo uso 
de agentes bypassing. O quadro inferior ilustra os locais de ação do rFVIIa. O rFVIIa age 
ao se ligar ao fator tecidual (FT), e ao FX em FXa. O FXa promove a conversão de 
protrombina (FII) em trombina (FIIa). A ação também é dependente das plaquetas, que são 
ativadas pelos zimogênios na forma ativa (FXa, FII) e auxiliam na amplificação da liberação 
de trombina. A trombina, por sua vez converte o fibrinogênio (FI) em fibrina (FIa), 
estabilizando o sangramento. Figura elaborada com Biorender.com. 

 

 

1.4. O sistema imune e a autoimunidade 

 

O sistema imunológico possui uma complexa maquinaria que trabalha 

continuamente para garantir a homeostasia do organismo. Embora o sistema 

hemostático também tenha interrelação com o sistema imune, esse mecanismo não 

está envolvido diretamente nos processos de autoimunidade. Para fins didáticos, a 

resposta imunológica é subdividida em imunidade inata e adaptativa. A resposta 
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imune inata consiste nos mecanismos que ativam as primeiras linhas de defesa, 

incluindo as barreiras física (como as barreiras epiteliais) e células que 

normalmente são conhecidas como fagócitos, incluindo as células dendríticas, 

macrófagos, células natural-killer (NK), mastócitos, basófilos e eosinófilos (45). 

Além disso, as plaquetas, além de mediadores primários da hemostasia, habilidade 

em se comunicar com o sistema imune inato e adaptativo (46). A imunidade inata 

é pouco seletiva, e possui mecanismos de defesa que respondem a invasores com 

a mesma intensidade e seletividade, independente de um contato prévio ou não. Já 

a imunidade adaptativa possui um papel mais específico na resposta a agentes 

invasores, com mecanismos altamente seletivos, que são capazes de responder 

com maior rapidez e precisão quando em um contato secundário, via ativação de 

células de memória. 

As respostas da imunidade adaptativa são conduzidas pelos linfócitos T e B, 

e podem ser classificadas em imunidade celular e humoral. A imunidade celular 

consiste na produção e secreção de proteínas com capacidade de afetar o 

comportamento de outras células, conhecidas como citocinas. Por sua vez, a 

imunidade humoral é mediada pela secreção de anticorpos, que são capazes de 

inativar os agentes invasores por uma gama diferente de mecanismos que são 

executados em conjunto de funções e células da imunidade inata (47). Esses 

mecanismos incluem a neutralização do agente infeccioso, ativação do sistema 

complemento, promoção da opsonização via fagócitos (da imunidade inata) e 

promoção da citotoxicidade celular dependente de anticorpos (48). 

Embora a resposta imune seja dividida em tantas facetas, os mecanismos 

que regem o comportamento do sistema imunológico se comportam de forma 

coordenada, contribuindo para o reparo do ambiente prejudicado (49).  

 

 

1.4.1. Ativação das células T CD4+ 

 

Os linfócitos T CD4+ se desenvolvem e maturam no timo antes de serem 

liberados para a circulação como células T virgens (naïve, ou Th0). As células Th0 

se encontram em um estado quiescente (G0 do ciclo celular) onde suas atividades 

metabólicas e transcricionais permanecem baixas (50), e o destino da ativação 
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celular dependerá de inúmeros fatores estabelecidos pelo microambiente, incluindo 

sinais imunológicos, atividade de fatores de crescimento, nutrientes, oxigênio e 

metabólitos bioativos. A proteína alvo da rampamicina em mamíferos (mTOR), por 

exemplo, é um dos principais reguladores da saída do estado de quiescência das 

células Th0, e determinará, juntamente com outros fatores de transcrição se a 

ativação levará essas células a expansão de células T de memória, células Tregs 

ou células T efetoras (51,52). A transição de quiescência (Th0) para ativação 

dependerá de algumas etapas distintivas, incluindo a entrada na fase G2 do ciclo 

celular, crescimento celular, maior absorção de nutrientes, reprogramação do 

metabolismo das mitocôndrias, e liberação parácrina ou autócrina de IL-2 (50).  

A principal ponte entre a imunidade inata e adaptativa ocorre quando as 

células apresentadoras de antígeno (do inglês antigen presenting cells, APCs) – 

como as células dendríticas – são capazes de apresentar peptídeos específicos 

aos linfócitos T, e as células Th0 saem do estado de quiescência e são ativadas 

por processos de seleção e expansão clonal (53). A apresentação dos antígenos 

ocorre pela interação entre o complexo de histocompatibilidade maior (MHC-II) das 

APCs com TCR. A diversificação dos subtipos de linfócitos dependerá de duas 

fases de ativação, incluindo o reconhecimento e indução e a fase de reforço ou 

diferenciação final, como esquematizado na figura 2 (54). 

A primeira fase de ativação também é conhecida como fase de 

reconhecimento ou de indução (no inglês é denominada como priming). Durante 

essa fase, células Th0 recebem sinais de ativação do TCR com o MHC-II, e 

dependem da coestimulação com outras proteínas da membrana da célula T com 

a APC. A coestimulação ocorre pela ligação de moléculas cognatas, como o CD28 

da célula T e CD80 ou CD86 da célula APC (55), e desencadeia um terceiro sinal 

de ativação que irá influenciar a decisão de qual subtipo de linfócito será 

diferenciado, que ocorre pela produção de fatores de transcrição e citocinas 

específicas para o desenvolvimento do subtipo celular em questão, que serão 

discutidos mais adiante (52).  

Na segunda fase de ativação ocorre o reforço, ou diferenciação terminal. 

Nessa etapa, os sinais emitidos pelo TCR irão determinar se o clone que foi 

diferenciado irá ser uma célula CD4+ efetora produtora de citocinas com diferentes 

funções na resposta imune (células Th1, Th2 ou Th17), uma célula Tregs ou uma 
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célula T folicular (Tfh), que possui como principal papel atuar no auxílio da ativação 

das células B, e indução da produção de anticorpos de acordo com o perfil da 

resposta produzida pelas células Th1, Th2 ou Th17 (53,56). Dentre os aspectos 

que diferenciam as células Th efetoras e Tfh está a produção do fator de transcrição 

BCL-6 pelas células Tfh e Blimp-1 pelas células Th efetoras (57).  

As células de memória possuem um papel essencial na defesa contra 

patógenos. Elas facilitam o processo de vigilância nos órgãos linfoides primários e 

na periferia, e são capazes de promover uma resposta robusta ao encontrar com 

antígenos cognatos em um segundo momento. Ao encontrar um agente invasor, as 

células de memória exibem funções efetoras e passam a produzir citocinas quando 

ativadas (58).  

Os linfócitos Th secretam uma gama diferente de citocinas, que irão 

promover a resposta específica. Dentre as funções específicas das citocinas, está 

a contribuição no processo de ativação dos linfócitos B, maturação das células B 

em plasmócitos e secreção de imunoglobulinas (Igs) (59). 

 

Figura 2. Ativação de células T CD4 em suas funções efetoras. A primeira etapa da 
ativação das células TCD4+ é o reconhecimento do antígeno. As mensagens enviadas 
pelas citocinas (sinal 3) influenciam na decisão de qual subtipo de linfócito será produzido 
pelo clone ativado. Durante a diferenciação terminal, o fator de transcrição expresso via a 
indução das citocinas ativadas no Sinal 3 e a intensidade do sinal emitido pelo TCR darão 
origem a um subtipo de linfócito diferente (sinais mais intensos do TCR, por exemplo, 
podem levar à produção de FT como T-bet, IRF4, STAT5, etc., que serão responsáveis 
pelo subtipo de linfócito qual a expansão clonal ocorrerá; sinais mais fracos podem induzir 
a produção de FT como BCL6, CXCR5, que são essenciais para a produção das células 
Tfh). Figura elaborada com Biorender.com. 
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1.4.2. Resposta das células Th1, Th2 e Th17 

 

As células T auxiliares ao serem ativadas podem se diferenciar em subtipos 

diferentes de células Th. Os subtipos mais bem estabelecidos pela literatura 

compreendem as células Th1, Th2 e Th17 (Figura 3), contudo existem outros 

subtipos também têm sido reportados, como as células Th9 ou Th22 (60). A 

diferenciação depende da interação cognata ente o antígeno específico 

apresentado pelo MHC-II com o TCR da célula Th0. Cada subtipo é dividido de 

acordo com sua capacidade de expressar fatores de transcrição e secretar citocinas 

específicas que agem contra classes diferentes de invasores (52). 

Os clones Th1 são os principais participantes na defesa de patógenos como 

bactérias e vírus. O principal fator de transcrição que é responsável pela 

diferenciação em células Th1 é o T-bet, e as citocinas clássicas secretadas incluem 

a citocinas pró-inflamatória IFN-γ e a IL-2. A estimulação do TCR e a sinalização 

IFN-γ-STAT1 auxiliam na indução da produção de T-bet, que ao induzir a 

diferenciação de Th1, suprime as linhagens Th2 e Th17. Além disso, T-bet se liga 

ao gente Ifng, aumentando a expressão de IFN-γ e promovendo a expressão de IL-

12, que é uma citocina importante, pois contribui para a diferenciação das células 

Th1, por ser capaz de manter o T-bet expresso (45). 

Células Th2 atuam contra a invasão de parasitos, helmintos, e contribuem 

para o reparo tecidual e para a inflamação crônica em doenças como asma ou 

alergias. Essas células expressam o FT GATA3 via indução de IL-4 (secretada por 

células dendríticas) e via fosforilação da proteína STAT6, que induz a produção das 

citocinas clássicas, IL-4, IL-5 e IL-13. Além disso, as células Th2 são descritas por 

estarem envolvidas na produção de anticorpos via produção de IL-4, e podem atuar 

na troca de subclasse para IgG4 (53,61,62). Atualmente, estudos demonstram que 

a secreção de citocinas que induzem a produção e secreção de anticorpos pelas 

células B não é canônica de célula Th2, e que as células Tfh podem produzir 

citocinas que auxiliam a mediação da resposta humoral, de modo dependente ou 

independente das células Th1/Th2 (63).  

As células Th17 foram descritas pela primeira vez em 2005, como um subtipo 

celular responsável pela destruição de invasores que não eram eliminados 

apropriadamente pelas células Th1 ou Th2 (60), e posteriormente foi estabelecido 
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o papel das células Th17 na indução da inflamação e na patogênese de diferentes 

doenças autoimunes (61). Essas células possuem como marcadores clássicos o 

fator de transcrição RORγt, e secretam as citocinas IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 

(53,55,61). A diferenciação inapropriada de células Th pode resultar não apenas 

em infecções crônicas, como também em diversas formas de alergias e doenças 

autoimunes, e muitos estudos envolvendo doenças autoimunes relacionam os 

efeitos das células Th17 na fisiopatologia dessas doenças (58).  

 

 

Figura 3. Subtipos das células T auxiliares e perfil de citocinas produzido. Células T 
auxiliares se diferenciam em subtipos de linfócitos T de acordo com a produção de citocinas 
polarizadas no contato com a célula APC e a célula Th0 (T naïve). Imagem adaptada de 
(64). FoxP3, Caixa de Forquilha P3; IFN, interferon; IL, interleucina; ROR, receptor órfão 
relacionado ao retinóide; TGF, fator transformador de crescimento; Th, T auxiliar; TNF, fator 
de necrose tumoral; Treg, T regulatória. Figura elaborada com Biorender.com. 

 



37 
 

1.5. Desregulação da imunidade – mecanismos de autoimunidade 

 

Quando a ativação das células imunes não ocorre de maneira apropriada, 

observa-se a manifestação de respostas indesejáveis, como exacerbação de 

processos inflamatórios já presentes no ambiente e a indução de respostas 

autoimunes (65,66). 

A complexidade da fisiopatologia da autoimunidade demanda inúmeros e 

detalhados estudos que se baseiam em mecanismos específicos que podem estar 

relacionados com a evolução do processo patológico. Os fatores que podem 

interferir na manifestação da autoimunidade incluem exposição repetida a 

infecções, exposição ambiental e aspectos (67,68). A literatura demonstra que as 

manifestações autoimunes e os processos de autoimunidade podem ser 

desencadeados por diferentes razões, listadas a seguir. 

 

 

1.5.1. Quebra da tolerância imunológica 

 

A tolerância imunológica consiste na capacidade que o organismo possui em 

encontrar moléculas próprias (como por exemplo o FVIII) e não responder a elas. 

Os mecanismos de ativação da tolerância imunológica ocorrem nos órgãos linfoides 

centrais ou periféricos, em vários estágios de desenvolvimento dos linfócitos. A 

ativação excessiva da tolerância pode resultar em infecções, e até mesmo em 

câncer. Por outro lado, a quebra da tolerância imunológica pode desencadear 

doenças autoimunes (69).  

A tolerância só é completa após os mecanismos periféricos serem ativados, 

já que nem todos os antígenos são adequadamente apresentados no timo. Esses 

mecanismos compreendem a deleção de células que escaparam da seleção 

negativa, ou a supressão da resposta por células Tregs, ou indução de anergia, 

que consiste na não-responsividade funcional das células T (70).  

Um exemplo de mecanismo que estimula a tolerância é o estímulo produzido 

por moléculas coinibitoras como o CTLA-4 (conhecido como antígeno 4 associado 

a linfócitos T citotóxicos) que reprime o segundo sinal de ativação dos linfócitos e 
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induz a quiescência das células T por diferentes mecanismos, incluindo a 

competição entre o CD28 pela ligação em CD80/CD86 (50,55,71).  

Autoantígenos que não são expressos nos tecidos linfoides primários, 

podem ser encontrados na periferia e induzir as células autorreativas a um estado 

de não responsividade, conhecido como anergia (49). Linfócitos em estado de 

anergia não são capazes de ativar a citocina NF-B e ficam susceptíveis a morte 

celular precoce (72). A deficiência de uma célula tolerogênica em ser ativada não 

desencadeará, necessariamente, uma doença, mas poderá contribuir para que 

estímulos downstream sejam inibidos, prejudicando a resposta inibitória dos 

linfócitos e contribuindo para a manifestação da autoimunidade (70).  

 

 

1.5.2. Falha na seleção negativa de linfócitos T  

 

A seleção positiva consiste em um mecanismo de tolerância central que 

ocorre durante a maturação dos linfócitos nos órgãos linfoides centrais (timo para 

linfócitos T e medula óssea para linfócitos B), onde linfócitos que interagem com 

intensidade moderada recebem sinais de sobrevivência e se diferenciam em 

linfócitos maduros. Já os linfócitos que interagem com alta intensidade com 

peptídeos próprios são excluídos (seleção negativa), com objetivo de eliminar 

células autorreativas da circulação (73). A falha na seleção negativa impede a 

deleção clonal de células T autorreativas, e promove a manifestação de doenças 

autoimunes (68).  

Os mecanismos de autoimunidade descritos na literatura não são 

específicos para a HAA, devido à ausência de estudos que explorem 

detalhadamente a fisiopatologia da doença. Portanto, para ilustrar os principais 

mecanismos de autoimunidade que podem estar associados com a fisiopatologia 

da HAA, três esquemas são ilustrados na Figura 4, com base em estudos realizados 

com outras doenças autoimunes, como o LES, diabetes tipo 1, artrite reumatoide 

entre outras patologias.  
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1.5.3. Autorreatividade dos linfócitos T e B  

 

Dentre os impactos da perda da tolerância imunológica, está a geração de 

células autorreativas. Em condições homeostáticas, as células autorreativas são 

reguladas por vários mecanismos diferentes até que ocorra a redução de sua 

frequência no repertório linfocitário; diminuição da afinidade pelo tecido próprio, ou 

de sua funcionalidade (74). Normalmente, durante a seleção clonal, uma grande 

proporção de linfócitos é destruída antes da sua maturação (> 90%), e as células 

autorreativas são removidas do repertório de linfócitos nos órgãos linfoides 

primários, principalmente por apoptose (75).  

Em condições patológicas, a autorreatividade dos linfócitos pode levar a 

ativação descoordenada dos receptores de linfócitos T e B, que são conhecidos, 

como receptor de células T (TCR) e receptor de células B (BCR). Esses receptores 

se ligam a antígenos próprios com alta intensidade e os mecanismos de tolerância 

não são suficientes para inativar a resposta (76).  

A autorreatividade das células B é extensamente estudada. As células B 

autorreativas produzem uma quantidade excessiva de anticorpos, e estão 

associadas com diferentes doenças autoimunes. Os linfócitos B são capazes não 

apenas de secretar anticorpos, como também de processar e apresentar antígenos, 

e entregar sinais coestimulatória para células Th0, que são ativadas em células Th1 

e Th2 (77).  

As células B autorreativas que escapam dos mecanismos de tolerância 

central são controladas por mecanismos periféricos muito semelhantes aos 

mecanismos de tolerância das células T, e quando uma célula B autorreativa 

encontra um antígeno próprio, ela recebe o estímulo do sinal 1 (interação entre 

peptídeo e BCR) mas ainda assim é depende das células Th efetoras para enviar 

os sinais 2 e 3 e ter a resposta completa. Caso a célula Th efetora tenha sido inibida 

por mecanismos de tolerância de células T, a célula B não é ativada, e sofre 

apoptose (78).  

Dependendo da presença de fatores de sobrevivência, os plasmócitos 

podem perdurar como células de longa-vida. Estudos realizados com outras 

doenças autoimunes demonstram que as células B autorreativas antígeno-

específicas são muito importantes na apresentação de antígenos próprios que 
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ativam células T autorreativas e quebram a tolerância das células T, observadas na 

autoimunidade (79). A autorreatividade pode ser regulada, por exemplo, por meio 

de sinais de sobrevivência enviados pelas células Tfh através de várias vias de 

sinalização, incluindo a ativação das moléculas CD40L, IL-4, IL-21, PD1 e BAFF 

(63).  

Embora não seja possível encontrar estudos específicos para a HAA, a 

literatura demonstra que a autorreatividade observada em doenças autoimunes 

pode ser causada pela associação de vários fatores distintos. Dentre os fatores 

extrínsecos que podem estar associados com a autorreatividade de células B, na 

HAA, podemos hipotetizar de que a realização de um clearance defeituoso de 

células apoptóticas e proteínas senescentes por macrófagos e neutrófilos pode 

induzir a hiper-reatividade de células Th (80) e promover alteração nas células 

dendríticas, além de aumentar o estímulo de citocinas como BAFF (Fator ativador 

de células B), IFN-γ (interferon-gama), e interleucina (IL)-21, que contribuem para 

a sobrevida dessas células autorreativas (81–83).  

Ademais, ao observar a fisiopatologia do desenvolvimento de anticorpos na 

HA, estudos trazem evidências do envolvimento das células Th na produção de 

anticorpos anti-FVIII ao observar de que os anticorpos inibidores sofrem 

hipermutação somática, e a troca de classe das Igs é um indicativo do envolvimento 

das células T na resposta imune anti-FVIII (77). 
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Figura 4. Mecanismos gerais de autoimunidade. Na hemofilia A adquirida (HAA), a 
quebra da tolerância pode ocorrer após o contato com moléculas do fator VIII (FVIII) 
endógeno, que passam a ser reconhecidas com alta intensidade pelas células 
apresentadoras de antígeno (APCs). A resposta contra esses agentes e a ativação dos 
linfócitos T helper (Th) resulta na ativação do sistema imunológico contra os peptídeos do 
FVIII. A autorreatividade pode estar associada de forma direta e indireta com a quebra da 
tolerância. O esquema representado no segundo quadro está baseado na revisão de Jin 
et al., 2020, que descreve como a apoptose defeituosa pode influenciar na apresentação 
de peptídeos próprios e indução da autorreatividade de células T e B. Os defeitos da 
apoptose aumentam a secreção de citocinas pró-sobrevivência, como a BAFF e o IFN-γ, 
que causam a hiper-reatividade das células B e secreção exacerbada de autoanticorpos 
pelos plasmócitos. Além disso, APCs que encontram os peptídeos próprios podem 
aumentar a sinalização dessas citocinas via ativação do TLR (receptor do tipo Toll). O 
terceiro esquema representa como ocorre o processo de falha na seleção negativa. A 
seleção negativa é um mecanismo que ocorre para impedir que peptídeos que interagiram 
com o sistema imune com alta intensidade circulem na periferia. A seleção positiva é o 
passo onde as células imaturas que reconhecem fracamente o APC são selecionadas para 
sobreviver. Na seleção negativa, peptídeos que foram apresentados e se ligaram com alta 
intensidade ao APC sofre apoptose. Quando os peptídeos que se ligam fortemente ao 
antígeno não sofrem apoptose, células autorreativas são liberadas na periferia.  

 

 

1.6. Autoimunidade e imunossenescência  

 

Os sinais de comprometimento do sistema imunológico são observados a 

partir dos 50 anos de idade, apresentando maior relevância e impacto clínico de 

modo crescente depois dos 70 anos (84). Um aspecto interessante observado em 

pacientes com HAA, é que a incidência da doença é 10 vezes maior em indivíduos 
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acima dos 70 anos (2,5), e que embora a doença esteja associada a causas 

secundárias como autoimunidade e câncer, ainda existe muito a ser compreendido 

com relação a quais possíveis fatores podem estar associados com as 

manifestações idiopáticas, que abrangem mais de 50% de toda a etiologia descrita 

até o momento (13,17,85).  

Alguns estudos discutem que a quebra da tolerância imunológica é um fator 

que pode estar relacionado com processo de envelhecimento, o que pode ser uma 

justificativa dos mecanismos de produção de autoanticorpos em idosos em 

diferentes doenças, inclusive na HAA (66,76,86). 

Além disso, na última década foi identificado uma subpopulação de linfócitos 

B que possui como característica marcante a habilidade de expandir conforme o 

aumento da idade. Esse subtipo linfocitário, conhecido como células ABC (do 

inglês, age-associated B cells) tem sido considerado como um potencial modulador 

de diferentes doenças autoimunes (87). Sua imunofenotipagem é composta 

caracteristicamente por marcadores clássicos de linfócitos B, B220+ e CD19+, e 

marcadores mieloides como CD11c+ e CD11b+ (87,88), além de ser dependente do 

fator de transcrição T-bet (89). Esse subtipo celular é menos sensível ao BCR, e 

apresenta mais afinidade pelo receptor do tipo Toll (TLR) 7 e TLR9, induzindo a 

liberação de citocinas para diferenciação de células T por essa via de sinalização 

(90).  

As células ABC são originadas nos centros germinativos (CG) dos linfonodos 

muito provavelmente após o estímulo de vários antígenos com o decorrer do tempo 

(91). A diferenciação celular ocorre por intermédio de sinais da imunidade inata e 

adaptativa, incluindo a ativação dos receptores TLR7 e TLR9 e o estímulo de 

citocinas como IFN-γ e IL-21, onde a IL-21 atua promovendo a regulação de T-bet 

e CD11c, e o IFN-γ induz a regulação do fator de transcrição T-bet (89,90).  

Rubtsova e colaboradores (2013) ressaltaram a inter-relação entre a 

expressão de T-bet e o clearence viral e foram os primeiros autores a sugerir uma 

ligação entre as respostas antivirais e autoimunidade por intermédio do mesmo 

subtipo linfocitário, as células ABC. Isso devido a função desempenhada por essas 

células, via T-bet, que aumentam a produção de anticorpos e autoanticorpos do 

tipo IgG2 (92).  
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Embora esse subtipo celular não seja exclusivo em idosos, e na última 

década tenha sido identificado em diferentes doenças, incluindo LES, artrite 

idiopática juvenil, obesidade, Síndrome de Sjögren e artrite reumatoide (90), a 

literatura demonstra que durante a senescência, o pool de células B é dominado 

por células ABC de forma crescente. Além disso, trabalhos argumentam que esse 

aumento da prevalência das células ABC decorrente da idade pode contribuir para 

várias características bem estabelecidas da imunossenescência, incluindo gênese 

reduzida de linfócitos B e respostas imunes reduzidas (66,93). 

Os tratamentos utilizados para autoimunidade acompanham severos efeitos 

colaterais, que podem estar associados a depleção total de células importantes 

para a resposta imune do paciente. O rituximabe, por exemplo, possui como alvo 

células CD20 positivas, e elimina uma quantidade significativa de plasmócitos (94). 

Estudos sugerem que as células ABC possam ser utilizadas como alvo terapêutico 

dirigido, para tratar diversas patologias de caráter autoimune, mantendo células 

CD20 e outras populações, e evitando os efeitos colaterais comumente observados 

(66,87). 

 

 

1.7.  Inibidores adquiridos do FVIII da coagulação 

 

O FVIII é um cofator da coagulação que quando ativado, forma o complexo 

tenase com o FIX, atuando como cofator para o FIX durante a ativação proteolítica 

do FX. O complexo tenase possui papel essencial na superfície plaquetária, durante 

a fase de propagação, e o FXa na presença de FVa é capaz de converter a 

protrombina (FII) em trombina (FIIa) levando a formação de fibrina e a formação do 

coágulo.  

O FVIII é uma proteína grande, com aproximadamente 300 kDa, composta 

por uma cadeia pesada (A1, A2 e B) e uma cadeia leve (A3, C1 e C2). Sua estrutura 

é capaz de interagir com diferentes moléculas, incluindo os fatores de coagulação 

IXa, X e Xa, fosfolipídeos de membrana, proteína C ativada, trombinam e plasmina, 

conforme ilustrado na Figura 5 (95,96). Os domínios A e C são funcionais, e 

importantes para a função do FVIII, enquanto o domínio B não é essencial (97). 
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O FVIII é sintetizado pelo fígado, e circula em forma de complexo, associado 

ao fator de von Willebrand (FVW). Esse complexo possui um papel essencial na 

hemostasia, pois o FVW é responsável por proteger o FVIII da degradação 

proteolítica, aumentar a meia-vida do FVIII na circulação e promover a entrega do 

fator até o local da injúria (77,98).  

 

 

Figura 5. Estrutura da molécula do FVIII. O FVIII plasmático é um heterodímero 
composto de uma cadeia pesada (A1, A2 e B) e uma cadeia leve (A3, C1 e C2). A figura 
aponta os principais pontos de imunogenicidade observados na produção de 
autoanticorpos e aloanticorpos. Os autoanticorpos se ligam aos domínios C2 > A2 > A3. 
Os locais de interação com fatores de coagulação X e IXa também estão ilustrados, bem 
como os sítios de interação com o FVW (Fator de von Willebrand) e com fosfolipídeos 
(6,97,99).  

 

O ensaio de Bethesda identifica apenas inibidores que fazem impedimento 

estérico como mecanismo de neutralização. Estudos especulam que anticorpos 

que se ligam em domínios não funcionais que não são relevantes para a atividade 

do FVIII (como os domínios B, A1 e C1, por exemplo) podem induzir uma redução 

na estabilidade da molécula do FVIII, ou estarem envolvidos na formação de 

imunocomplexos, apresentando uma pequena importância clínica. Dessa forma, 

esses anticorpos são capazes de neutralizar totalmente ou parcialmente a ativação 

ou a função do fator de coagulação, e podem impactar em maior velocidade do 

clearence plasmático do FVIII (6,100,101).  

Os inibidores são caracterizados pelo seu comportamento cinético em 

inibidores do tipo I ou inibidores do tipo II. Inibidores do tipo I ocorrem com maior 

frequência no desenvolvimento de aloanticorpos e se caracterizam por uma cinética 

de inativação linear que resulta na inibição completa da atividade do FVIII em altas 
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concentrações plasmáticas. Os inibidores do tipo II são mais comuns no 

desenvolvimento de autoanticorpos, e são caracterizados por serem incapazes de 

inativar o FVIII:C completamente, mesmo em concentrações máximas de anticorpo, 

resultando em uma grandeza não linear de atividade residual do FVIII x 

concentração de inibidor (6). Portanto, esse aspecto deve ser levado em 

consideração ao realizar o ensaio de Bethesda para confirmar a presença de 

inibidor.  

Dentre os fatores que são estudados como responsáveis pela manifestação 

da autoimunidade e produção de autoanticorpos na HAA, está a presença de um 

contexto inflamatório, e algumas características genéticas. Um estudo demonstrou 

que pacientes com alelos DRB*16 e DQB1*0502 no HLA-II, e CTLA-4 + 49 G 

apresentam prevalência maior em pacientes com autoanticorpos (6,99). 

A maior compreensão sobre a resposta imunológica do FVIII está associada 

predominantemente em estudos com HA. Tais estudos descrevem que a resposta 

imune contra o FVIII se inicia após a internalização da proteína por uma célula APC. 

A interação do MHC-II contendo peptídeos FVIII-específicos com o TCR cognato 

induz a expansão de linfócitos T que secretam citocinas capazes de aumentar a 

afinidade e maturação do linfócito B, além de permitir a troca de classe de 

imunoglobulinas e diferenciação do linfócito B em um plasmócito secretor de 

anticorpos específicos para o FVIII (102). Portanto, o que se sabe é que a produção 

de anticorpos específicos pelas células B ocorre primordialmente de forma 

dependente das células Th (79,95).  

As células do sistema imunológico trabalham de forma coordenada e 

sinérgica e a atividade dos linfócitos B é altamente dependente da ativação e 

secreção de citocinas pelos linfócitos T efetores (T helper), incluindo as células Th1, 

Th2 e células Tfh (103). A interação entre células T e B não apenas iniciam a 

diferenciação e expansão de linfócitos B, como também ativam a troca de classe 

de imunoglobulinas, alterando a afinidade e maturação dos anticorpos (17). Dados 

sugerem que a produção de anticorpos IgG1 pode ocorrer pelo estímulo das células 

Th1, enquanto a produção dos anticorpos IgG4 é estimulada predominantemente 

pelas células Th2, mas também pode ser estimulada por células Tfh (8,21).  

Na HAA, os autoanticorpos com propriedades neutralizantes, capazes de 

hidrolisar o FVIII são predominantemente da classe IgG (o que é semelhante com 
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a HA), e as subclasses são principalmente IgG4 (média de 95%) e IgG1 (média de 

90%) (9,17,101,104). 

Nem todas as respostas imunológicas são patogênicas, e estudos 

demonstram que mais de 15% de indivíduos saudáveis podem apresentar a 

produção de anticorpos não inibitórios sem nenhuma repercussão clínica (62). A 

produção e erradicação desses anticorpos faz parte de mecanismos de 

manutenção da homeostase imunológica. Nessas situações, os autoanticorpos 

anti-FVIII são neutralizados por anticorpos capazes de reagir com a região variável 

de outros anticorpos (anticorpos idiopáticos), controlando seu potencial inibidor. 

Embora a função biológica desses anticorpos não tenha sido elucidada, estudos 

comparativos demonstram que os isotipos e subclasse das Igs é diferente da 

população saudável e com HA, e nenhum indivíduo saudável produz IgG4, a 

principal Ig presente na HAA e na HA (17).  

 

 

2. OBJETIVOS 

 

Avaliar os mecanismos imunológicos envolvidos na HAA, com foco na 

resposta imune celular no desenvolvimento de inibidor ao FVIII e em relação à 

resposta imunossupressora, em uma coorte seguida longitudinalmente. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar a resposta imune celular como elementos fisiopatológicos para a 

HAA. 

b) Avaliar a participação de células T efetoras (Th) (CD4+) e células T 

reguladora (Treg) (CD4+, CD25+ FoxP3+) na fisiopatologia da HAA, a partir 

da cultura de células isoladas do sangue periférico de pacientes. 

c) Avaliar a participação de células B (CD19+) e B10 (CD19+ CD24+ CD38+) na 

fisiopatologia da HAA, incluindo a expressão da BAFF (B cell activating 

factor) e APRIL (a proliferation inducing ligand). 
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d) Avaliar a correlação entre as classes e subclasses de Igs e perfil das 

citocinas encontradas nos pacientes com HAA, de acordo com seu desfecho 

ao tratamento imunossupressor. 

e) Avaliar se o padrão de resposta imune celular é fator prognóstico para o 

desenvolvimento da HAA. 

 

 

3. CASUÍSTICA  

 

3.1 Desenho do estudo e seleção dos pacientes  

 

 Esse é um estudo prospectivo longitudinal, que incluiu pacientes com HAA, 

independentemente da idade e sexo, que foram diagnosticados e tratados no 

Hemocentro Unicamp durante os anos de 2014 até 2022.  

Todos os pacientes consentiram em participar das avaliações de acordo 

como descrito e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Ciências Médicas da Unicamp (CAAE 56612316.3.0000.5404). Além disso, antes 

de serem incluídos no estudo, assinaram Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido. 

Os pacientes diagnosticados com HAA são acompanhados por tempo 

indeterminado, e sua frequência de retorno ao serviço de hemoterapia depende da 

evolução clínica e gravidade dos sintomas (retornando inclusive após remissão 

completa para acompanhamento). O momento do diagnóstico, denominado de 

baseline, antecede o início de qualquer intervenção farmacológica e é importante 

para compreender melhor os fatores associados com a fisiopatologia da doença. 

As amostras para avaliações laboratoriais foram coletadas em diferentes tempos, 

sendo o baseline considerado como início para as avaliações.  

 

 

3.2 Definições dos desfechos 

 

 Para definição dos desfechos dos nossos pacientes, utilizamos os critérios 

definidos na tabela 2, semelhantes aos critérios publicados (104). 
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Tabela 2. Definições para diagnóstico de hemofilia A adquirida e seus desfechos 

 

 

 

4. METODOLOGIA 

 
 

4.1 Coleta e preparo das células mononucleares de sangue periférico (PBMC) 

 

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram separadas 

por gradiente de concentração, utilizando o reagente Ficoll-Histopaque®, a partir da 

coleta de 40 mL de sangue periférico em tubos de heparina (como também eram 

coletados tubos para avaliação da atividade do FVIII e quantificação de inibidor anti-

FVIII, até 60 mL poderiam ser coletados, de acordo com o quadro clínico do 

paciente). 

O sangue periférico foi coletado de todos os pacientes com HAA em 

diferentes momentos do acompanhamento clínico: quando os pacientes foram 

diagnosticados, prévio ao início da imunossupressão (baseline), durante o 

acompanhamento, quando os pacientes estavam realizando o tratamento 

•Título de inibidor > 0,6 UB/mL e atividade do FVIII < 50 UI/dL

Diagnóstico

•Título de inibidor < 0,6 UB/mL e atividade do FVIII < 50 UI/dL, ou

•Título de inibidor > 0,6 UB/mL e atividade do FVIII >50 UI/dL, ou
•Necessidade de imunossupressor para manutenção dos parâmetros da resposta
completa

Remissão Parcial (RP)

•Título de inibidor < 0,6 UB/mL e atividade do FVIII > 50 UI/dL, após suspensão de 
tratamento imunossupressor.

Remissão completa (RC)

•Não ter atingido os critérios de reposta após 12 meses de tratamento 
imunossupressor

•Apresentar inibidor > 0,6 UB/mL e atividade do FVIII < 50 UI/dL após ter atingido 
remissão completa.

Recaída 



49 
 

imunossupressor, quando o paciente atingiu remissão completa e na ocorrência de 

recidiva.  

As PBMCs foram separadas com em média 5 x106 células por alíquota, que 

foram mantidas congeladas em nitrogênio líquido até a realização das culturas.  

 

 

4.2 Cultura de linfócitos e citometria de fluxo  

 

As PBMCs foram descongeladas e cultivadas em uma placa de 48 poços, 

em meio RMPI-1640 suplementado com soro fetal bovino (10%), numa 

concentração de 7,5x105 células/poço. Após 24h do plaqueamento, as células 

foram estimuladas em três diferentes grupos, incluindo o grupo de células sem 

estímulo, estímulo de 1 IU/poço do concentrado de rFVIII (Advate®, Takeda), e o 

grupo com acetato de miristato de forbol (PMA) (1µM) com ionomicina (1µM). Após 

18h de estímulo, utilizamos brefeldina para interromper o trânsito intracelular de 

citocinas, e melhorar a qualidade da nossa avaliação. Ao completar 24h, as células 

foram analisadas no citômetro de fluxo FACSCalibur™. 

Para determinar o perfil de produção de citocinas das células T CD4+, 

marcamos as células T com anti-CD4, CD25, anti-interleucinas (IL)-4 (produzida 

por células Th2 e Tfh), IL-17a (produzida por células Th17), IL-21 (principal citocina 

produzida por Tfh), TGF- (Fator de crescimento transformador ) IFN- (interferon 

gama) e TNF- (fator de necrose tumoral alfa) (produzidas por células Th1). A 

presença das células TCD4+ CD25+ e FoxP3+ representa as células Tregs. 

Além disso, para determinar a expressão de citocinas que podem estar 

envolvidas nas respostas autoimunes das células B, marcamos as células com anti-

CD19, CD24, CD38, IL-10, BAFF, APRIL e SHIP-1 (inositol-fosfatase contendo 

domínio SH2).  

 

 

4.3 Dosagem de BAFF e APRIL  

 

 Para determinar os níveis circulantes de BAFF e APRIL a partir do plasma 

de pacientes com HAA, seguindo os mesmos critérios para a coleta das amostras 
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para a realização da quantificação de inibidor, foi utilizado os kits comerciais da 

Abcam (Human APRIL ELISA Kit, ab119505, e Human BAFF ELISA Kit 

(TNFSF13B), ab188391) pela técnica de ELISA (Enzyme Linked Immunoassay), 

conforme determinado pelo fabricante.  

 Os plasmas foram coletados em tubo citrato para quantificação de FVIII e 

inibidor. Após coleta, o plasma foi separado em centrifugação de 250 g por 10 

minutos. As amostras foram utilizadas para quantificação do inibidor, TTPa e 

algumas alíquotas foram congeladas a -80°C, até os ensaios serem realizados. 

 

 

4.4 Análises estatísticas 

 

Foram realizadas análises descritivas das variáveis nominais, utilizando 

frequências absolutas e relativas e mediana e valores mínimos e máximos ou 

intervalo interquartil (IQR) para variáveis contínuas assimétricas. 

A comparação entre os grupos foi realizada por meio do teste t de student e 

Mann-Whitney para variáveis numéricas e teste exato de Fisher para variáveis 

categóricas. A correlação entre as variáveis numéricas com distribuição não normal 

foi avaliada com o coeficiente de correlação de Spearman (105). O nível de 

significância adotado para o estudo foi de 5%. Todas as análises foram realizadas 

pelo GraphPad Prism 8.4 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 

 

 

5. RESULTADOS  

 

5.1. Aspectos clínicos e epidemiológicos 

 

Esse estudo incluiu 23 pacientes que foram diagnosticados com HAA no 

Hemocentro Unicamp entre dos anos de 2014 até dezembro de 2022. As 

informações demográficas podem ser observadas na tabela 3.  

Em nossa coorte, 73,9% (N=17) alcançaram remissão completa, sendo que 

14 pacientes alcançaram remissão completa sustentada e 3 pacientes recidivaram 

pelo menos uma vez após atingirem remissão. Além disso, 8,7% (N=2) dos 
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pacientes foram considerados como falha ao regime de imunossupressão de 

primeira linha, pois não apresentaram resposta ao tratamento até 12 meses depois 

de terem iniciado o uso da medicação. Quatro pacientes (17,4%) foram censurados 

do estudo longitudinal, devido dados insuficientes para as análises subsequentes 

ao diagnóstico.  

 

Tabela 3. Características demográficas e clínicas ao diagnóstico 

Característica Coorte (n=23) 

Idade (anos), mediana (mín. – máx.) 61 (3-79) 

Sexo, n (%)  

Feminino 15 (65,2) 

Masculino 8 (34,8) 

Mediana de tempo, em dias (IQR)  

Primeiro sintoma até o diagnóstico 49 (26-110) 

Tempo até atingir remissão parcial 140 (82-279) 

Remissão até a recaída 846 (61-923) 

Tempo de seguimento 241 (193,7-365,5) 

Doença de base, n (%)  

Idiopático 10 (43,4) 

Autoimunidade* 6 (26,1) 

Infecção viral 3 (13,1) 

Malignidade 3 (13,1) 

Gravidez 1 (4,3) 

Atividade do FVIII, UI/dL – mediana (mín. – máx.) 0,2 (0 – 18,8) 

Título de inibidor, UB/mL – mediana (mín. – máx.) 117,6 (1,46 – 4138,5) 

* Uma paciente diagnosticada com imunodeficiência combinada grave (SCID) manifestou 

autoimunidade. IQR, intervalo interquartil; UI/dL, unidades internacionais por decilitro; 

UB/mL, unidades de Bethesda por mililitro. 

 

 

A mediana de tempo entre o início dos sintomas e o diagnóstico foi de 49 

dias (IQR 26 e 110 dias) e a mediana para iniciar o tratamento após o diagnóstico 

foi de 4 dias (IQR 1 e 13 dias). Ao diagnóstico, a mediana do título inibidor foi de 

117,6 UB/mL (mín.1,46 e máx. 4138,5 UB/mL) e a mediana da atividade do FVIII 

foi de 0,2 UI/dL (mín. 0 e máx. 18,8 UI/dL). 

 A terapia imunossupressora de primeira escolha baseou-se na associação 

de prednisona (1mg/kg) e ciclofosfamida (até 100mg/dia), e foi prescrita para 18 

pacientes (78%). Três pacientes (13%) fizeram monoterapia com prednisona e um 

(4,5%) utilizou apenas ciclofosfamida. Aqueles que não responderam ao tratamento 
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de primeira linha, foram submetidos para segunda linha de tratamento, que 

consistiu predominantemente ao uso de rituximabe (Tabela 4). Três pacientes 

tratados com terapia combinada de prednisona e ciclofosfamida e um paciente 

tratado apenas com prednisona evoluíram com recaída.  

 

 

Tabela 4. Terapia imunossupressora utilizada 

Tratamento de primeira linha N = 22 (%) 

Prednisona com ciclofosfamida 18 (78) 

Prednisona 3 (13) 

Ciclofosfamida 1 (4,5) 

Sem tratamento* 1 (4,5) 

Tratamento de resgate (segunda linha)  

Rituximabe** 3 (13) 

Vincristina + ciclofosfamida + prednisona*** 1 (4) 

Prednisona 1 (4) 

Prednisona com ciclofosfamida 1 (4) 
*O paciente 4 não entrou no regime de IS para HAA devido quadro de endocardite durante 
internação hospitalar, contudo recebeu bortezomibe (com/regime). **Regime com 
rituximabe: os pacientes 9 e 18 utilizaram 4 doses semanais de 500mg, e a paciente 17 
utilizou 1g/dia a cada 15 dias. ***Terapia combinada de VCP cada 21 dias – total de 6 ciclos 
(ciclofosfamida: 750mg/m2 intravenoso [IV] / dia [D], vincristina:1,4mg/m2 IV D1 [máxima 
2mg]; prednisona: 40mg/m2 VO D1-D5). 

 

 

Na tabela 5 é possível observar os principais efeitos colaterais reportados, 

que se associam principalmente ao uso de corticosteroides, incluindo diabetes 

mellitus/aumento da glicemia (17% dos pacientes), síndrome de Cushing (4,5%), 

elevação da pressão arterial (4,5%). Associado ao uso de ciclofosfamida foi 

observado neutropenia e/ou linfopenia (9%) e anemia (4,5%). A imunossupressão 

acarretou infecções em três pacientes, incluindo candidíase oral, pneumonia, 

infecção no trato urinário e herpes zoster. 
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Tabela 5. Principais efeitos colaterais reportados associados à imunossupressão 

Efeitos colaterais após imunossupressão 23 (%) 

Descompensação do diabetes mellitus / aumento da glicemia 4 (17) 

Síndrome de Cushing associada a corticoide 1 (4,5) 

Infecções 3 (13) 

Neutropenia ou linfopenia* 2 (9,0) 

Aumento de pressão arterial 1 (4,5) 

Anemia pela ciclofosfamida 1 (4,5) 

Astenia 1 (4,5) 

* Neutrófilos ou linfócitos ≤ 1.500/mm3 

 

Uma paciente do sexo feminino de 64 anos, (paciente 18) com HAA de 

etiologia idiopática, foi submetida ao tratamento imunossupressor com prednisona 

associado à ciclofosfamida por mais de 12 meses. Os níveis de inibidores da 

paciente ao diagnóstico eram de 273,28 UB/mL. Valores positivos de inibidor e 

atividade de FVIII < 50% foram mantidos durante treze meses. Cinco meses após 

remissão parcial a paciente recaiu permanecendo com título de inibidor positivo por 

30 meses. Após esse período, foi submetida a seis ciclos de terapia combinada 

com vincristina, ciclofosfamida e prednisona (CVP), apresentando erradicação do 

inibidor e restauração dos níveis de FVIII circulante após o sexto ciclo, 

permanecendo em remissão até a presente data.  

 Outro paciente do sexo masculino, 56 anos (paciente 23) foi diagnosticado 

com HAA, desenvolvida secundariamente após mieloma múltiplo. O paciente não 

apresentou sangramentos espontâneos, mas recebeu transfusão de 

hemocomponentes devido concentrações de hemoglobina iguais a 6,6 g/dL. Ao ser 

admitido no Hemocentro o paciente apresentava concentração de inibidor igual a 

2,25 UB/mL e FVIII:C de 9,8UI/dL, e não fez imunossupressão para tratar a HAA 

pois apresentava endocardite bacteriana. Ao se recuperar da infecção, o paciente 

foi tratado para o mieloma com bortezomibe, o que contribui para erradicação do 

inibidor. Até o momento em que os dados estão sendo divulgados nessa tese, o 

paciente segue com remissão completa sustentada. 

As principais características laboratoriais observadas ao diagnóstico estão 

disponibilizadas na tabela 6. Como um dos objetivos do estudo buscava identificar 
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fatores preditores da resposta ao tratamento, os pacientes foram agrupados de 

acordo com o desfecho, e as informações detalhadas estão disponíveis, incluindo 

os valores dos níveis de FVIII:C e inibidor, concentração de hemoglobina, contagem 

de plaquetas e a dosagem de TTPa.  

 



55 
 

Tabela 6. Características clínicas ao diagnóstico e esquema terapêutico 

ID Idade Sexo Etiologia 
TI  

1ª linha 

TI  

2ª linha 

Seguimento  

(dias*) 

Diagnóstico  

(dias*) 

Inibidor  

(UB/mL) 

FVIII:C  

(UI/dL) 

Hb 

(g/dL) 

Plt 

(mm3) 
TTPa 

Remissão completa sustentada 

1 45 F Idiopático Pred+CTX - 2065 30 1,46 2,7 11,3 311 - 

2 52 M Idiopático Pred+CTX - 1866 90 60,02 4 13,2 267 49,6 

3 75 F Idiopático Pred+CTX - 2090 60 117,61 0 9,2 303 103,6 

9 61 F Idiopático Pred+CTX - 1303 127 1006,25 0,7 9,8 391 95,2 

10 54 M Autoimune Pred+CTX - 2048 5 4,56 0,4 15,4 273 68,6 

12 62 M Idiopático Pred+CTX - 1703 180 18,8 27,7 14,5 257 41,1 

13 61 F Neoplasia Pred+CTX - 904 20 158,29 1,7 8,8 222 115 

17 59 F Idiopático CTX - 2650 45 7,68 11,2 14,4 316 38,4 

19 40 F Gestação Pred+CTX - 2018 180 136,61 0 12,1 233 106,4 

20 67 F Viral Pred+CTX - 340 512 158,78 8,7 14,8 205 86,7 

21 61 M Neoplasia** Pred+CTX - 301 7 106,58 0 7,5 108 126,4 

22 75 F Autoimune Pred+CTX - 189 299 62,61 0,2 10,6 269 97,7 

23 56 M Neoplasia Sem TI***  - 90 1 2,25 9,8 6,6 145 57,7 

Recaída 

7 63 F Idiopático Pred+CTX Pred+CTX 1095 64 146,53 0,1 7,8 257 157,3 

8 49 M Autoimune Pred+CTX RTX 2712 30 26,18 0 9,8 529 132,1 

11 64 M Viral Pred Pred 2935 30 128,98 12,07 16,3 245 48,6 

15 57 F Autoimune Pred+CTX RTX 800 20 28,17 0 9,2 292 86,7 

Falha 

16 9 F Idiopático Pred RTX 2494 90 20,57 0 13,4 248 97,7 

18 64 F Idiopático Pred+CTX VCP 2927 390 273,28 5,73 12,6 287 52,5 
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Censura 

4 75 F Neoplasia Pred+CTX ND 56 30 215,41 0,2 ND ND 96,4 

5 79 F Idiopático Pred+CTX ND 305 30 1842,83 0 11 334 107,1 

6 36 M Viral Pred+CTX ND 317 90 4138,47 0 10,9 372 119,4 

14 3 F Autoimune Pred ND 305 4 202,58 0,1 8,2 121 106,5 
*Tempo de seguimento desde o diagnóstico até julho de 2022, ou censura/óbito; **Paciente portador de mieloma múltiplo com desenvolvimento 

de HAA secundária após transplante de medula óssea; ***Paciente portador de mieloma múltiplo sem imunossupressão direta para HAA devido 

quadro clínico (recebeu tratamento para a doença de base, que resultou na erradicação sustentada do inibidor). ID, identificação do paciente; 

FVIII:C, atividade do FVIII; Ig, imunoglobulina; F, feminino; M, masculino; Hb, hemoblogina; TI, tratamento imunossupressor; Plt, plaquetas; 

TTPa, tempo de protrombina parcial ativado; Pred, prednisona; CTX, ciclofosfamida; RTX, rituximabe; VCP, vincristina + ciclofosfamida + 

prednisona; ND, não determinado.  
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5.1.1. Acompanhamento longitudinal de um paciente com várias 

recaídas durante o tratamento (paciente 8) 

 

Um paciente com HAA secundária a autoimunidade (glomerulonefrite 

membranosa) foi tratado com terapia combinada de primeira linha (prednisona e 

ciclofosfamida), apresentando duas recidivas depois de atingir remissão. Os níveis 

de FVIII:C e o título do inibidor foram avaliados em todo o seguimento clínico. A 

frequência de citocinas foi analisada em momentos específicos (mediante a 

disponibilidade de PBMC) (Figura 6). A persistência do inibidor após o protocolo de 

primeira linha, e as duas recidivas subsequentes foram manejadas com rituximabe, 

onde o paciente atingiu remissão sustentada por longos períodos antes de recair.  

A análise individual da produção de citocinas em células CD4+ sob estímulo 

do rFVIII, demonstra uma flutuação de suas frequências que não parece estar 

associada com os títulos de inibidores anti-FVIII (Figura 7A). Analisando 

individualmente, a produção de BAFF e APRIL por células CD19+ (Figura 7B) após 

estímulo com rFVIII (1 UI/poço, durante 24h) também não apresentam alterações 

que variem conforme a produção de inibidor, e para facilitar a interpretação dessa 

análise, mais pontos precisariam ser incluídos durante o seguimento longitudinal.  

 

 
Figura 6. Acompanhamento longitudinal dos níveis de FVIII:C e atividade do inibidor 
anti-FVIII do paciente 8. O gráfico representa o acompanhamento longitudinal pelo 
período de 75 meses (2015-2022). Níveis de FVIII:C e título de inibidor anti-FVIII durante 
o seguimento. Título de inibidor ≤ 0,6 UB/mL são considerados negativos. As setas azuis 
indicam o momento do seguimento em que foi realizado o tratamento com rituximabe. 
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Figura 7. Acompanhamento longitudinal da produção de citocinas em células CD4+ 
e CD19+ do paciente 8. Os gráficos apresentam o acompanhamento longitudinal pelo 
período de 88 meses (2015-2022). As células foram estimuladas por 24 horas com 1UI de 
rFVIII antes das análises por citometria de fluxo. O gráfico A demonstra a frequência de 
citocinas produzidas por células CD4+ durante o acompanhamento. As análises de 
citometria foram realizadas preferencialmente ao baseline, na primeira e segunda recaída 
e durante a imunossupressão. O gráfico B mostra a média de intensidade de fluorescência 
(MFI) das citocinas produzidas por células CD19+. As setas azuis indicam o momento do 
seguimento em que foi realizado o tratamento com rituximabe.  
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5.1.2. Acompanhamento longitudinal de uma das pacientes que 

falharam ao tratamento (paciente 16) 

 

A paciente 16 possuía 9 anos quando foi diagnosticada com quadro de HAA 

de origem idiopática. Os níveis de inibidores da paciente aumentaram 

consideravelmente, mesmo quando ela estava sob uso de monoterapia de 

corticosteroide (prednisona 1mg/kg), e não foi observado resposta após 

monoterapia de prednisona (6 meses de tratamento). Portanto, como terapia de 

segunda linha, a paciente utilizou rituximabe (500mg/semana, durante 4 semanas), 

permanecendo com níveis de inibidor positivo e níveis de FVIII inferiores a 50UI/dL 

por mais de 12 meses (portanto indicando falha na resposta).  

Embora tenha sido observado uma demora na resposta ao tratamento, por 

se tratar de uma criança que não manifestou sintomas clínicos, com níveis de 

FVIII:C acima de 1% (Figura 8), e que demonstrava um declínio gradual dos títulos 

de inibidor, optou-se por manter a paciente sob observação frequente e sem 

intervenção farmacológica até a remissão.  

 

 
Figura 8. Acompanhamento longitudinal dos níveis de FVIII:C e atividade do inibidor 
anti-FVIII da paciente 16. O gráfico representa o acompanhamento longitudinal pelo 
período de 41 meses (2015-2019). Níveis de FVIII:C e título de inibidor anti-FVIII durante 
o seguimento. Título de inibidor < 0,6 UB/mL são considerados negativos. A seta azul indica 
o momento do seguimento em que foi realizado o tratamento com rituximabe. 

 

Com relação à análise individual da produção de citocinas, é possível 

observar que as frequências das citocinas tanto para células CD4+ quanto CD19+ 
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tendem a diminuir conforme a resposta ao tratamento (Figuras 9A e 9B). O IFN-γ é 

a única citocina que apresenta um pico de produção um pouco antes da paciente 

restaurar a função do FVIII (54,6% UI/dL). 

 

 
Figura 9. Acompanhamento longitudinal dos níveis de FVIII:C e atividade do inibidor 
anti-FVIII da paciente 16. Os gráficos apresentam o acompanhamento longitudinal pelo 
período de 41 meses (2015-2019). As células foram estimuladas por 24 horas com 1UI de 
rFVIII antes das análises por citometria de fluxo. O paciente não possui informações da 
produção de citocinas na remissão. O gráfico A demonstra a frequência de citocinas 
produzidas por células CD4+ durante o acompanhamento. As análises de citometria foram 
realizadas preferencialmente ao baseline, na primeira e segunda recaída e durante a 
imunossupressão. O gráfico B mostra a média de intensidade de fluorescência (MFI) das 
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citocinas produzidas por células CD19+. A seta azul indica o momento do seguimento em 
que foi realizado o tratamento com rituximabe. 

 

 

5.2. Detalhamento do perfil de citocinas observado durante o estudo  

 

 

5.2.1. Resposta das células efetoras Th17 e Treg  

 

Para compreender melhor os possíveis mecanismos fisiopatológicos 

associados à resposta ao tratamento, os pacientes do estudo foram agrupados de 

acordo com a resposta à terapia imunossupressora. Portanto, além de serem 

analisados todos os pacientes durante o baseline, os pacientes foram divididos em 

dois grupos: pacientes que alcançaram uma remissão completa sustentada (RC 

sustentada) e pacientes que falharam ou recaíram ao tratamento.  

A frequência de IL-17a é considerada uma assinatura da resposta imune 

mediada por células Th17. Observamos que a IL-17a encontra-se 

significativamente elevada em pacientes com HAA ao diagnóstico (baseline) 

independente da resposta ao tratamento imunossupressor. Foi possível observar 

que os níveis intracelulares de IL-17a em linfócitos T CD4+ cultivados com ou sem 

FVIII estavam elevados ao baseline tanto no grupo de pacientes com RC 

sustentada (P = 0,01), quanto com recaída ou falha (P < 0,0001) ao serem 

comparados com indivíduos saudáveis (figura 10). Além disso, não se observou 

diferença significativa na frequência de IL-17a das células submetidas a estímulo 

com rFVIII.  
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Figura 10. Expressão de IL-17a em pacientes com hemofilia A adquirida. Os círculos 
azuis expressam os grupos que não receberam nenhum estímulo durante a cultura, e os 
losangos vermelhos representam os grupos de células estimuladas com rFVIII por 24h. ** 
P = 0,01; **** P < 0,0001. Teste de Mann-Whitney. 

 

Ao avaliar a produção de TGF- em PBMCs (CD4+) de pacientes com HAA 

(figura 11), não foi possível observar diferenças entre a presença ou ausência de 

estímulo com rFVIII. Contudo, foi possível visualizar elevação nos níveis 

intracelulares dessa citocina ao baseline de todos os grupos analisados, tanto nos 

pacientes com RC sustentada (P = 0,001), quanto nos que recaíram ou falharam 

ao tratamento (P < 0,0001). No momento da remissão do grupo de RC sustentada, 

a expressão de TGF- é reduzida significativamente quando comparada com o 

baseline (P = 0,05). Portanto, a frequência de TGF-β encontra-se significativamente 

elevada em pacientes com HAA ao diagnóstico (baseline), independente da 

resposta ao tratamento imunossupressor. 
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Figura 11. Expressão de TGF-β em pacientes com hemofilia A adquirida. Os círculos 
azuis expressam os grupos que não receberam nenhum estímulo durante a cultura, e os 
losangos vermelhos representam os grupos de células estimuladas com rFVIII por 24h.       
* P = 0,05; *** P = 0,001; **** P < 0,0001. Teste de Mann-Whitney. 

 

A produção de células Tregs (linfócitos com fenótipo TCD4+ CD25+ e 

FoxP3+) não mostrou diferença significativa entre os grupos de pacientes e 

indivíduos saudáveis (figura 12). Em conjunto, esses dados sugerem que no 

contexto da HAA a citocina TFG- atue predominantemente na diferenciação e 

produção de linfócitos Th17. Além disso, esses resultados apontam para uma 

atividade de linfócitos Th17 desde o princípio da manifestação da doença, sendo 

sugestivo para a participação dessa subpopulação de linfócitos logo no início do 

desenvolvimento da autoimunidade contra o FVIII. 
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Figura 12. Expressão de Células T CD4+ CD25+ FoxP3+ (Tregs) em pacientes com 
hemofilia A adquirida. Os círculos azuis expressam os grupos que não receberam 
nenhum estímulo durante a cultura, e os losangos vermelhos representam os grupos de 
células estimuladas com rFVIII por 24h. * P = 0,05; *** P = 0,001; **** P < 0,0001. Teste de 
Mann-Whitney. 

 

 

5.2.2. Resposta das células efetoras T foliculares (Tfh) e/ou Th2  

 

A principal citocina relacionada com a produção de células Tfh é a IL-21. É 

muito importante enfatizar que a IL-21 também é produzida por células Th17, e 

como nosso desenho de estudo não nos possibilitou observar a expressão de 

fatores de transcrição nessas células, não foi possível distinguir com maior certeza 

qual é a fonte exata dessa citocina.  

A frequência de células TCD4+IL-21+ foi analisada após cultura do PBMC, e 

os níveis da citocina se apresentaram elevados ao baseline de todos os grupos de 

pacientes, quando comparado com indivíduos saudáveis (Figura 13), incluindo 

aqueles que alcançaram remissão completa sustentada (P=0,02) e os pacientes 

que recaíram ou falharam ao tratamento (P=0,01). Mostrando que a produção de 

IL-21 é significativamente elevada em pacientes com HAA ao diagnóstico 

(baseline), independente da resposta ao tratamento imunossupressor. 
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Figura 13. Expressão de IL-21 em pacientes com hemofilia A adquirida. Os círculos 
azuis expressam os grupos que não receberam nenhum estímulo durante a cultura, e os 
losangos vermelhos representam os grupos de células estimuladas com rFVIII por 24 
horas. * P = 0,05; ** P = 0.01; *** P = 0,001. Teste de Mann-Whitney. 

 

Além disso, outra citocina investigada foi a IL-4, que faz parte da assinatura 

das células Th2, mas também pode ser expressa em célula Tfh. Ao analisar o 

baseline geral, que inclui todos os pacientes com HAA, é possível detectar um 

aumento significativo da frequência de IL-4 (P = 0,05). Entretanto, quando os 

grupos de desfecho são avaliados individualmente, apenas os pacientes que 

recaíram ou falharam à terapia imunossupressora apresentam diferença quando 

comparado com culturas de indivíduos saudáveis (P = 0,05). Pacientes que 

alcançaram remissão completa sustentada não apresentam diferença na produção 

de IL-4, como pode ser observado na figura 14. Esses dados nos mostram que a 

frequência de IL-4 é maior apenas ao baseline dos pacientes que recaíram ou 

falharam ao tratamento imunossupressor. 
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Figura 14. Expressão de IL-4 em pacientes com hemofilia A adquirida. Os círculos 
azuis expressam os grupos que não receberam nenhum estímulo durante a cultura, e os 
losangos vermelhos representam os grupos de células estimuladas com rFVIII por 24 
horas. * P = 0,05; ** P = 0.01. Teste de Mann-Whitney. 

 

 

5.2.3. Resposta das células efetoras Th1 

 

As principais citocinas produzidas por células Th1 são o IFN- e o TNF-. 

Nesse trabalho, os níveis intracelulares de IFN- apresentaram-se aumentados em 

células CD4+ apenas no grupo de pacientes que falhou ou recaiu ao tratamento 

imunossupressor (figura 15), em relação aos indivíduos controle (P = 0,001).  

Curiosamente, bem como a produção de IFN-, os níveis de TNF- foram 

observados aumentados apenas ao baseline das células o grupo que recaiu ou 

falhou ao uso de corticosteroides associados à ciclofosfamida (P = 0,05) (figura 16).  
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Figura 15. Expressão de IFN-γ em pacientes com hemofilia A adquirida. Os círculos 
azuis expressam os grupos que não receberam nenhum estímulo durante a cultura, e os 
losangos vermelhos representam os grupos de células estimuladas com rFVIII por 24 
horas. *P = 0,05; ***P = 0,001; ****P < 0,0001. Teste de Mann-Whitney. 

 

 
Figura 16. Expressão de TNF-α em pacientes com hemofilia A adquirida. Os círculos 
azuis expressam os grupos que não receberam nenhum estímulo durante a cultura, e os 
losangos vermelhos representam os grupos de células estimuladas com rFVIII por 24 
horas. *P = 0,05; ***P = 0,001; ****P < 0,0001. Teste de Mann-Whitney. 
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Portanto, esses dados demonstram que a produção IFN- e TNF- está 

elevada apenas em pacientes que recaíram ou falharam ao tratamento 

imunossupressor. 

 

 

5.2.4. Resposta dos linfócitos B CD19+ 

 

Inicialmente, buscamos entender se existiria alguma diferença entre a 

produção de células B regulatórias entre os pacientes em comparação aos 

indivíduos saudáveis. Para isso, quantificamos a expressão da IL-10 em linfócitos 

B reguladores (subpopulação CD19+ CD24+ CD38+) e comparamos indivíduos 

saudáveis com pacientes com HAA, onde não foi observada nenhuma diferença 

significativa entre os grupos avaliados.  

Portanto, partimos para o pressuposto de que outro mecanismo de indução 

da autorreatividade de linfócitos B, relacionado com a quebra da tolerância 

imunológica poderia estar comprometido em nosso modelo de estudo e 

investigamos a frequência de duas citocinas da superfamília do TNF (TNFSF), a 

BAFF e a APRIL. Essas citocinas estão associadas à autorreatividade de células B 

em diferentes modelos de doenças autoimunes.  

Foi observado um aumento na produção de BAFF em células B CD19+ de 

PBMC cultivado por 24h (Figura 17A) ao comparar com PBMC de indivíduos 

saudáveis (P = 0,05). As culturas de células dos pacientes que falharam ou 

recaíram pelo menos uma vez à terapia imunossupressora, apresentam ao 

diagnóstico (baseline), níveis de BAFF ainda maiores do que os pacientes que 

alcançaram RC sustentada (P = 0,05). Além disso, procuramos detectar os níveis 

séricos de BAFF no plasma de pacientes com HAA ao diagnóstico. Nesse caso, as 

concentrações de BAFF também se mostraram estatisticamente maiores que os 

controles saudáveis (P = 0,004) (Figura 17B).  

Procurando por outras proteínas que poderiam estar envolvidas com a 

autorreatividade do BCR, quantificamos a expressão da fosfatase SHIP-1. Não foi 

possível observar alterações significativas nos níveis de SHIP-1 entre os grupos de 

pacientes e indivíduos saudáveis. 
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Figura 17. Expressão de BAFF em pacientes com com hemofilia A adquirida. A) 
Expressão intracelular de BAFF. Os círculos azuis expressam os grupos que não 
receberam nenhum estímulo durante a cultura, e os losangos vermelhos representam os 
grupos de células estimuladas com rFVIII por 24 horas. B) Níveis séricos de BAFF em 
pacientes com hemofilia A adquirida e indivíduos saudáveis (controles).  *P = 0,05; ***P = 
0,001; ****P < 0,0001. Teste de Mann-Whitney. 
 

Ao avaliarmos a expressão intracelular de APRIL por citometria de fluxo, 

observamos que sua frequência também se encontra aumentada ao baseline das 

células dos pacientes com HAA (figura 18A), entretanto não observamos diferenças 

significativas nos níveis de APRIL ao comparar os grupos de pacientes que 

alcançaram RC sustentada com os pacientes que falharam ou recaíram ao 

tratamento. Além disso, investigamos os níveis circulantes de APRIL no plasma de 

pacientes em diferentes momentos, incluindo ao baseline, durante o tratamento e 

na remissão. Não foi possível encontrar alterações significativas nos níveis 

circulantes de APRIL ao comparamos com controles saudáveis (Figura 18B).  
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Figura 18. Expressão de APRIL em pacientes com com hemofilia A adquirida. A) 
Expressão intracelular de APRIL. As PBMCs foram cultivadas com meio RPMI por 24 
horas, e a expressão de APRIL em linfócitos CD19+ foi analisada em citômetro 
FACSCalibur de quatro canais. Os círculos azuis expressam os grupos que não receberam 
nenhum estímulo durante a cultura, e os losangos vermelhos representam os grupos de 
células estimuladas com rFVIII por 24 horas. B) Níveis séricos de APRIL em pacientes com 
hemofilia A adquirida e indivíduos saudáveis (controles). *P = 0,05; ***P = 0,001; ****P < 
0,0001. Teste de Mann-Whitney. 

 

 

5.2.5. Análise da produção de citocinas de acordo com a etiologia 

 

As figuras 19 e 20 representam as análises realizadas de acordo com os 

subgrupos de cada categoria. Os pacientes foram agrupados de acordo com a 

etiologia que desencadeou a HAA, e subgrupadas entre as amostras que 

correspondem ao baseline e as amostras que correspondem a remissão. Por se 

tratar de uma casuística pequena, embora análises de subgrupos tenham sido 

realizadas, os resultados não possibilitaram interpretar se o perfil de citocinas 

avaliado durante o estudo poderia ter uma dependência direta da doença de base 

(como a autoimunidade desencadeada primariamente devido outras patologias, 

como infecção viral, malignidade, etc.). 

Ao comparar a expressão do controle com as citocinas IL-17a, TGF-β, BAFF 

e APRIL, foi possível observar diferença significativa entre os pacientes idiopáticos, 

e os pacientes que desenvolveram HAA devido outra autoimunidade. O que sugere 

que a elevação dessas citocinas não é característica especificamente de uma 

doença subjacente, mas sim que está associada com a fisiopatologia da doença. 
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Entretanto, por não ser possível observar diferenças entre os subgrupos, não 

conseguimos identificar um fator preditor ou um possível biomarcador que esteja 

associado com a etiologia subjacente da HAA.  

Devido a pequena casuística, não foi possível realizar outras análises de 

subgrupo (como grupos de idade, por exemplo), já que o número de indivíduos que 

participaram desse estudo é limitado. 

 

 
Figura 19. Análise da produção de citocinas em pacientes com HAA de acordo com 
a etiologia da doença (IL-17a, TGF-β, IFN-γ e TNF-α). Os pacientes foram agrupados de 
acordo com a etiologia subjacente da doença. Grupos de puerpério, imunodeficiência 
adquirida severa combinada e infecção viral não foram representados devido N insuficiente 
para as análises estatísticas. Alguns grupos (como a remissão dos pacientes secundários 
a doença autoimune) não foram avaliados estatisticamente, também devido ao número 
insuficiente de amostras para as análises estatísticas. *P = 0,05; ***P = 0,001. Teste de 
Mann-Whitney. 
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Figura 20. Análise da produção de citocinas em pacientes com HAA de acordo com 
a etiologia da doença (IL-4, IL-21, BAFF e APRIL). Os pacientes foram agrupados de 
acordo com a etiologia subjacente da doença. Grupos de puerpério, imunodeficiência 
adquirida severa combinada e infecção viral não foram representados devido N insuficiente 
para as análises estatísticas. Alguns grupos (como a remissão dos pacientes secundários 
a doença autoimune) não foram avaliados estatisticamente, também devido ao número 
insuficiente de amostras para as análises estatísticas. *P = 0,05; ***P = 0,001. Teste de 
Mann-Whitney. 

 

 

5.2.6. Análises de correlação entre imunoglobulinas e perfil das citocinas 

 

A produção de imunoglobulinas anti-FVIII (quantificada anteriormente por 

nosso grupo) foi correlacionada com o perfil das citocinas.  

Primeiramente, foi realizada análise de correlação entre as imunoglobulinas 

e citocinas de todos os pacientes, independentemente do desfecho observado após 

o tratamento. Como pode ser observado na figura 21, foi possível observar uma 

correlação moderada entre a produção de IgA anti-FVIII com IL-17a, (r = 0,52; P = 

0,02) e TGF- (r = 0,57; P = 0,02), e uma correlação moderada entre a produção 

de IgG1 anti-FVIII com BAFF (r = 0,59; P = 0,009) e APRIL (r = 0,47; P = 0,04).  
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Figura 21. Correlação entre os títulos de anticorpos de imunoglobulinas anti-FVIII e 
citocinas de todos os pacientes com HAA. Para essas análises, foram utilizadas as 
informações do baseline de todos os pacientes, independente do desfecho. Matriz de 
correlação representativa das análises de todos os grupos de pacientes durante todo o 
seguimento do estudo. *P = 0,05; ***P = 0,001; ****P < 0,0001. 

 

Além disso, foi realizada a análise de correlação entre a produção de 

imunoglobulinas anti-FVIII e a frequência de citocinas no grupo de pacientes que 

recaiu ou falhou ao tratamento imunossupressor durante o baseline, onde foi 

possível observar uma correlação forte entre a produção de IgG4 e IL-4 (r = 0,96; 

P = 0,0001) e IL-21 (r = 0,964; P = 0,0001), sugerindo que no cenário da HAA, o 

aumento na produção de IL-4 esteja ocorrendo de forma dependente da expressão 

de IL-21. De forma exploratória, no grupo de pacientes que recaiu ou falhou ao 

tratamento imunossupressor (figura 22), observamos que a produção de IgG4-anti 

FVIII acompanha o aumento da expressão das principais citocinas que a literatura 

associa com a produção de IgG4, conforme anteriormente discutidas anteriormente 

nesse trabalho (IL-4 e IL-21). Isso sugere, que a persistência dos autoanticorpos 

nesses pacientes poderia ser mediada pelo aumento dessa via de sinalização.  
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Figura 22. Correlação entre os títulos de imunoglobulinas anti-FVIII e citocinas de 
pacientes com HAA que recaíram ou falharam ao tratamento imunossupressor. Para 
essas análises, foram utilizadas as informações do baseline dos pacientes que recaíram 
ou falharam a terapia imunossupressora. Matriz de correlação representativa das análises 
do grupo de pacientes que recaiu ou falhou ao tratamento imunossupressor. *P = 0,05; ***P 
= 0,001; ****P < 0,0001. 

 
 

6. DISCUSSÃO 

 

Esse estudo apresenta pela primeira vez uma análise longitudinal extensa 

do perfil de citocinas e sua correlação com o desfecho e resposta ao tratamento de 

pacientes com diagnóstico de HAA, provenientes de um único centro de referência 

ao longo de oito anos de seguimento. Embora a análise seja feita em um número 

limitado de casos, os dados apresentados são importantes considerando a raridade 

e gravidade da doença.  

 Buscando analisar o comportamento imune celular na HAA, observamos a 

produção das principais citocinas de assinatura dos diferentes perfis de linfócitos T. 

A IL-17a é uma citocina produzida caracteristicamente pelas células Th17 e 

apresentou-se elevada ao diagnóstico dos pacientes, independente dos desfechos 

e resposta ao tratamento imunossupressor. As células Th17 são amplamente 

descritas por estarem relacionadas com a manifestação de doenças autoimunes 

(106). Além disso, as células Th17 também secretam outras citocinas e quimiocinas 
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pró-inflamatórias, incluindo a IL-6 e IL-21. A literatura demonstra que o TGF-β é 

muito importante na diferenciação de dois grupos celulares, Th17 e Tregs, atuando 

de maneiras antagônicas de acordo com o estímulo recebido (61). Portanto, além 

da IL-6 e IL-17a, a ativação e estabilização eficiente das células Th17 dependerá 

da produção de TGF-β, IL-21 e IL-23 (107,108). Nesse estudo, observamos um 

aumento na frequência de TGF-β e IL-21 nos mesmos momentos que as IL-17a 

estava elevada. A ativação dessas citocinas gera um looping de amplificação de 

sinal, o que permite o aumento da propagação da resposta inflamatória e autoimune 

(109). 

 Ao correlacionar a produção de imunoglobulinas com a frequência das 

citocinas analisadas ao diagnóstico de todos os pacientes do estudo, embora 

apenas dois pacientes apresentaram positividade para IgA, foi possível observar 

uma correlação moderada entre a produção de IgA e IL-17a (r = 0,59; P = 0,01) e 

TGF- (r = 0,57; P = 0,02), e maiores estudos podem ajudar a compreender melhor 

uma possível participação das células Th17 na produção de IgA em pacientes com 

HAA. As células Th17 são capazes de promover a troca de classe para IgA em uma 

resposta T-dependente. A produção de IL-17, TGF- e IL-6 já foi associada com os 

aumentos dos níveis de IgA na fisiopatologia de artropatias inflamatórias, como a 

artrite reumatoide, onde foi observado que essas citocinas possam contribuir com 

o aumento do quadro inflamatório nas articulações (110). Além disso, um estudo 

demonstrou que a presença de IgA pode estar associada com um mau prognóstico 

em pacientes com HAA (104). Embora esse dado não tenha sido confirmado em 

estudos de outros grupos (9), os dados observados em nosso estudo levantam a 

hipótese de que células Th17 patogênicas possam estar envolvidas na indução da 

produção de IgA de alta afinidade, e mais estudos podem futuramente determinar 

relação entre a ativação de células Th17 e o mau prognóstico de pacientes com 

HAA que produzem IgA.  

Na avaliação da presença de células Tregs não foi possível observar 

nenhuma diferença significativa entre os grupos de pacientes com HAA e indivíduos 

saudáveis. Portanto, descartamos a ação das Tregs na quebra da tolerância 

imunológica em nosso estudo, sugerindo outro modelo para autoimunidade. 

Os linfócitos auxiliares foliculares (Tfh) são subtipos de linfócitos CD4+ que 

participam na regulação do desenvolvimento da imunidade humoral e essa 
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população linfocitária é caracterizada por facilitar a resposta das células B-

dependente de células T (111). Embora as células Tfh sejam inicialmente descritas 

como essenciais na produção de células de memória, estudos mais atuais 

associam a ação dessas células na proliferação e geração de células B 

autorreativas, o que resulta na produção de autoanticorpos (112). A interleucina 

clássica secretada pelas células Tfh é a IL-21 e sequencialmente, essas células 

adquirem o potencial de secretar também IL-4 (113). Como discutido anteriormente, 

além das células Tfh, a IL-21 também pode ser secretada pelas células Th17 e é 

uma citocina conhecida por auxiliar no processo de estabilização e amplificação do 

sinal que as células Th17 emitem. Além disso, a IL-21 encontra-se fortemente 

associada com a regulação de produção e secreção de anticorpos pelas células B 

(114,115). 

Ao correlacionar a frequência de IL-21 com a IL-4 nos pacientes com HAA, 

de acordo com seu desfecho clínico, observamos uma forte correlação com o grupo 

de pacientes falharam ou recaíram ao tratamento (r = 0,90; P = 0,0007; R2 = 0,82) 

e nenhuma associação com os pacientes que evoluíram com RC sustentada. Isso 

sugere que a IL-4 pode estar influenciando na persistência do inibidor.  

Embora alguns estudos relacionados com a ocorrência de inibidor e resposta 

à indução de imunotolerância (ITI) em pacientes e modelo animal para hemofilia A 

congênita, nosso estudo avalia a IL-21 pela primeira vez em pacientes com HAA. 

Um estudo realizado com modelo murino de FVIII knockout (FVIII KO), demonstrou 

que o desenvolvimento de aloanticorpos na HA depende criticamente da indução 

de células Tfh ativadas, uma vez que foi possível notar elevada produção de células 

Tfh no baço de camundongos que desenvolveram inibidor ao FVIII (114). Além 

disso, dados anteriores do nosso grupo demonstraram que a produção de IL-21 

apresenta uma modulação diferenciada em pacientes com HA que falharam à 

terapia imunossupressora. Um estudo de caso recentemente publicado também 

propõe a ação potencial da IL-21 em pacientes com HA que produzem anticorpos, 

onde os autores sugerem que essa interleucina seja responsável pela inibição das 

células T regulatórias e indução da diferenciação das células T efetoras, e produção 

de IgG4 (116).  

Os elevados níveis de IL-21 que observamos nos pacientes com HAA pode 

ser um indicativo de que esse mecanismo também esteja ocorrendo na 
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fisiopatologia da produção de autoanticorpos ao FVIII. Outra associação importante 

dos efeitos da IL-21 na produção de anticorpos foi demonstrada em estudos in vitro, 

que observaram a capacidade das células Tfh em exercer plasticidade e produzir 

células IL-21+ IL-4+, que podem facilitar a indução da produção de subclasses 

específicas de imunoglobulinas nas zonas germinativas (111). Ademais, estudos 

sugerem que o efeito da IL-21 na troca de classe da IgG pode ser amplificado pela 

adição de IL-4 (115), e que a IL-4 na presença de IL-21 está associada como fator 

de severidade em diferentes doenças, como por exemplo, em caso de pacientes 

com imunodeficiência severa combinada, devido produção elevada de IgG (117).  

Embora a produção de IL-4 possa ocorrer em diferentes tipos celulares, 

incluindo as células Tfh, essa citocina é a fonte dominante da resposta de 

anticorpos do tipo 2 e produzida via diferenciação e ativação de células Th2 

(118,119). Interessante notar que em nosso estudo, embora a IL-21 estivesse 

aumentada em todos os pacientes com HAA ao diagnóstico, a IL-4 foi alimentada 

apenas no grupo de pacientes com falha ou recaída. Embora não tenha sido 

possível em nosso estudo descartar que as Tfh também contribuíram para a 

produção aumentada de IL-4, a observação dessa citocina em relação ao desfecho 

e não da IL-21, reforça a possibilidade que as células Th2 estejam mais 

relacionadas com esse aumento.  

As citocinas de assinatura das células (118,119) Th1 compreendem o IFN-

γ, o TNF-α e a IL-2 (120). Para manutenção da homeostasia, as células Th1 

auxiliam na mediação da resposta imune durante a inflamação, e participam nos 

mecanismos de hipersensibilidade tardia (tipo IV). O IFN-γ é uma citocina muito 

importante na fisiopatologia da autoimunidade de diferentes doenças como, por 

exemplo, o LES, que de acordo com autores, encontra-se relacionado com a 

capacidade que o IFN-γ possui para mediar a autorreatividade de linfócitos B e 

ocasionar a produção de autoanticorpos encontrados na progressão da doença 

(121).  

Estudos em animais demonstraram que a sinalização do IFN-γ, incluindo a 

ativação de seu receptor (IFN-γR) e níveis elevados do fator de transcrição STAT-

1, são essenciais para o desenvolvimento de centros germinativos espontâneos 

que abrigam células B autorreativas, e levam à geração de autoanticorpos 

patogênicos, promovendo a autoimunidade (122). Além disso, um estudo piloto 
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realizado com PBMCs de três pacientes com HAA sugere levemente que as 

citocinas IFN- e LT (TNF-c) poderiam ser utilizadas como marcadores preditores 

da resposta ao tratamento com glicocorticoides. Os autores do estudo chegaram a 

essa conclusão, após observarem a redução dos níveis de IFN- e LT em dois 

pacientes que responderam à terapia imunossupressora, enquanto o paciente que 

não obteve resposta ao tratamento permaneceu com níveis elevados das citocinas 

em questão (123).  

 O TNF- é uma citocina da superfamília do TNF (TNFSF), que além de estar 

associada a diferentes processos de defesa contra invasores e a manutenção da 

homeostasia, também se encontra envolvida na modulação de diferentes vias de 

sinalização relacionadas a processos inflamatórios severos, incluindo a artrite 

reumatoide (124,125). Receptores específicos do TNF podem induzir sinais de 

sobrevivência que são capazes de manter diferentes tipos celulares ativados, 

incluindo as células Tfh, que resultam na amplificação da ligação CD40-CD40L, e 

podem induzir a ativação de células B autorreativas, levando à produção de 

autoanticorpos pela ação da citocina fator de ativação de células B (BAFF), que se 

liga aos receptores TACI, BCMA e BAFF-R nos linfócitos B (125).  

Curiosamente, tanto a produção de IFN- quanto os níveis de TNF- foram 

observados aumentados apenas ao diagnóstico do grupo que recaiu ou falhou ao 

uso de imunossupressão. Esses dados nos sugerem que os linfócitos Th1 possuem 

um papel importante na modulação dos mecanismos fisiopatológicos que estão 

relacionados com a resposta à terapia imunossupressora de pacientes com HAA e 

com a persistência da produção de autoanticorpos que observamos no grupo 

recaída/falha. 

A maioria das células B autorreativas são removidas do repertório de 

desenvolvimento de linfócitos por processos de seleção negativa, envolvendo 

deleção, edição de receptor ou indução de anergia (126). Portanto, dentre os 

diferentes processos postulados para o desenvolvimento de doenças autoimunes, 

está a quebra de mecanismos de tolerância central e periférica, incluindo defeitos 

nos processos de seleção positiva e negativa, edição de receptores, falha nos 

mecanismos de supressão (pelas células regulatórias) e a autorreatividade dos 

linfócitos B, o que inclui modificações na sinalização do BCR e outros mediadores 

solúveis, como citocinas específicas (127). Como não encontramos diferenças 



79 
 

entre a produção de células B regulatórias (IL10+ CD19+ CD24+ CD38+) na nossa 

população do estudo ao compararmos com indivíduos saudáveis, partimos para o 

pressuposto de que outro mecanismo de indução da autorreatividade de linfócitos 

B, relacionados com a quebra da tolerância imunológica poderia estar 

comprometido em nosso modelo de estudo.  

Um dos mecanismos de autorreatividade de células B inclui a ativação 

exacerbada do BCR, que pode acontecer tanto pelo maior estímulo entre CD40-

CD40L, quanto pelo aumento da expressão de mediadores que aumentam os sinais 

de sobrevivência nos linfócitos B, como por exemplo duas importantes citocinas da 

TNFSF, a BAFF e a APRIL (75,128–130).  

Essas citocinas são descritas como reguladoras da diferenciação de células 

B na homeostase normal e em distúrbios autoimunes (126). A BAFF está envolvida 

na seleção de células autorreativas em doenças como o LES e a Síndrome de 

Sjögren (131). Além disso, o aumento nos níveis de BAFF também é associado 

com a fisiopatologia da artrite reumatoide (132). De todo modo, é muito importante 

que exista equilíbrio entre a produção dessas citocinas para uma resposta imune 

eficiente. Um exemplo é dado pela eliminação total da BAFF e APRIL em estudos, 

onde ocorre a redução das funções regulatórias e imunossupressoras, aumentando 

o quadro patológico na esclerose múltipla (133).  

Em nosso estudo observamos um aumento na produção de BAFF em células 

B CD19+ em comparação de células de indivíduos saudáveis. As culturas de células 

dos pacientes que falharam ou recaíram pelo menos uma vez à terapia 

imunossupressora, apresentam ao diagnóstico, níveis de BAFF ainda maiores do 

que os pacientes que alcançaram remissão completa sustentada. Além disso, 

procuramos detectar os níveis circulantes de BAFF no plasma de pacientes com 

HAA ao diagnóstico. Nesse caso, as concentrações de BAFF também se 

mostraram estatisticamente maiores ao comparar com indivíduos saudáveis.  

A literatura demostrou que a BAFF produzida por monócitos pode ser ativada 

pelo IFN-γ em modelo animal, de modo independente da ativação de linfócitos T, e 

que o IFN-γ na presença de BAFF induz uma robusta ativação de linfócitos B (134). 

Outro estudo aponta que após a ativação do IFN-γ via BAFF, ocorre uma super 

ativação da BAFF em células mieloides, que formam um looping inflamatório em 

modelo animal para LES. Nesse estudo, os autores sugerem que esse looping 
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inflamatório induza a liberação de IFN-γ pelos linfócitos T, contribuindo para a 

autoimunidade (135).  

Embora esse modelo não nos permita determinar uma relação de causa-

efeito entre a produção de IFN-γ e BAFF por meio da regressão linear, encontramos 

de forma exploratória uma fraca correlação entre a expressão de IFN-γ e BAFF         

(r = 0,366; P = 0,03). Acreditamos que com um número amostral maior, essa 

correlação possa ser evidenciada.  

Outras citocinas, como a IL-2, IL-4, IFN-γ e TNF-, que encontramos 

aumentadas, principalmente no grupo de pacientes que recaíram ou falharam ao 

tratamento, também foram reportadas com efeito de auxiliarem o aumento da 

expressão de BAFF em outros modelos de doença. Gui e colaboradores (2016) 

descreveram que essas citocinas aumentam a viabilidade celular em linfoma de 

células B pela ativação da via de sinalização Erk1/2 e S6K1, em modelo animal. Os 

autores sugerem que essas citocinas podem alvos terapêuticos para auxiliar na 

prevenção de doenças malignas induzidas por BAFF (136). 

Até o momento, o entendimento sobre os processos que desencadeiam a 

imunogenicidade na HAA ainda é restrito. No entanto, a literatura tem demonstrado 

que os mecanismos de autoimunidade podem ser semelhantes aos mecanismos 

de aloimunidade anti-FVIII, observados na HA (137). Portanto, algumas respostas 

observadas são associadas ao que a literatura demonstra ocorrer na HA. 

Interessante observar que um estudo realizado com pacientes com HA demonstrou 

que a BAFF se encontra elevada em pacientes que recaíram ou falharam ao 

tratamento de ITI. O estudo em questão, observou pacientes pediátricos com 

hemofilia A que desenvolveram inibidores contra o FVIII exógeno e foi capaz de 

correlacionar os níveis elevados de BAFF com a produção de IFN-γ e IL-2. Os 

autores hipotetizaram que os níveis de BAFF possam estar elevados antes mesmo 

que os pacientes desenvolvam inibidor, e que a BAFF atue como um possível 

adjuvante do FVIII nos mecanismos de produção de inibidor (138). Outro trabalho 

publicado recentemente investigou 100 crianças com HA e demonstrou que 

pacientes com polimorfismo no alelo BAFF rs9514828 apresentam risco maior para 

desenvolvimento de inibidor, e sugerem que os níveis elevados de BAFF podem 

ser utilizados como um marcador prognóstico útil para o desenvolvimento de 

inibidores em crianças com HA (139). Além disso, é importante notar que há mais 
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de dez anos há medicamentos, como belimumabe, um anticorpo monoclonal anti-

BAFF, que tem sido usado com sucesso em doenças autoimunes como LES (140). 

Portanto, é possível que a HAA também possa se beneficiar no uso de drogas alvo 

específicas, como belimumabe.  

Apenas um estudo com HAA e BAFF foi encontrado na literatura, onde a 

BAFF foi mensurada em dois pacientes e níveis elevados foram encontrados em 

um paciente, enquanto no outro paciente os níveis de BAFF estavam normais. Os 

autores do trabalho em questão sugeriram que a BAFF poderia estar envolvida na 

patogênese da HAA, se não em todos os pacientes, pelo menos em alguns (141). 

Em nosso estudo, como a casuística observada na análise do grupo recaída/falha 

é muito menor do que a casuística do estudo todo, essas informações precisam ser 

avaliadas com bastante cautela. De forma exploratória, no grupo de pacientes que 

recaiu ou falhou ao tratamento imunossupressor, observamos que a produção de 

IgG4 anti-FVIII acompanha o aumento da expressão das principais citocinas que a 

literatura associa com a produção de IgG4 e que foram discutidas anteriormente 

nesse trabalho (IL-4, IL-21), o que poderia indicar que a persistência dos 

autoanticorpos nesses pacientes poderia ser mediada pelo aumento dessa via de 

sinalização.  

A principal limitação de nosso estudo está relacionada com o número 

limitado de casos incluídos. Ademais, observamos uma variação demográfica da 

população (que abrangeu pacientes de 3 até 79 anos) e a existência de 

características clínicas que podem ser potenciais confundidores para os dados 

obtidos. No entanto, é importante ressaltar que se trata de uma doença rara e nesse 

caso, não apenas pudemos seguir os pacientes em um único centro, com certa 

uniformidade de conduta e por um longo período, o que torna esse estudo único 

em sua complexidade.  

Além disso, nossos dados possuem a mesma qualidade que as publicações 

disponíveis sobre o assunto, apresentando um panorama importante sobre a 

evolução da HAA e pode ser de grande relevância para compreensão da 

fisiopatologia da doença, contribuindo para a determinação de possíveis preditores 

de gravidade e resposta ao tratamento, além de auxiliar em possíveis alvos para 

novas terapias.  

 



82 
 

7. CONCLUSÕES  

 

Com esse estudo pudemos observar que os mecanismos imunológicos na 

HAA são complexos e ainda necessitam de maior investigação. A partir dos dados 

coletados, foi possível compreender que a resposta imune celular que leva ao 

desenvolvimento de inibidor é coordenada pelo recrutamento de diferentes 

subpopulações de linfócitos, e que as citocinas produzidas por esses linfócitos 

possuem correlação entre a produção de imunoglobulina anti-FVIII desses 

pacientes.  

De modo geral, pacientes com HAA apresentam uma correlação moderada 

entre a expressão de IL-17A e IgA, que pode indicar a ação de células Th17 

patogênicas na fisiopatologia da doença. Por outro lado, pacientes que recaíram ou 

falharam ao tratamento imunossupressor apresentaram uma forte correlação entre 

a produção de IgG4 e as interleucinas IL-4 e IL-21, o que sugere o envolvimento de 

células Tfh como possível mecanismo de persistência do inibidor. 

Ademais, nossos dados sugerem que pacientes que alcançaram remissão 

completa sustentada e não recaíram após o tratamento possuem prioritariamente, 

uma ativação de células Tfh e Th17. Por outro lado, pacientes que recaíram ou 

falharam à terapia imunossupressora e apresentam persistência do inibidor, além 

da ativação de linfócitos Tfh e Th17, também apresentaram ativação de células do 

tipo Th1. Além disso, o aumento significativo na produção de BAFF, IL-4, TNF- e 

IFN- apenas no grupo de recaída/falha sugere um papel de potenciais preditores 

para a resposta à terapia imunossupressora na HAA. 
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