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RESUMO

A hemofilia A adquirida (HAA) é uma doenca hemorragica autoimune rara,
causada pela producao de inibidores contra o fator VIII (FVIII) da coagulagéo, que
apresenta alta taxa de morbimortalidade. A raridade da doenca e a incidéncia maior
em pacientes idosos dificulta a realizacdo de estudos capazes de compreender 0s
mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pelo aparecimento desses inibidores.
Portanto, o objetivo desse estudo é avaliar os mecanismos imunolégicos envolvidos
na HAA, com foco na resposta imune celular no desenvolvimento de inibidor ao
FVIII e em relagdo a 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 incluidos 23 pacientes (inibidor > 0,6 UB/dL
e FVIII < 50%), e o tratamento imunossupressor de primeira linha consistiu
predominantemente na associacdo de prednisona com ciclofosfamida. Os
pacientes que recairam foram indicados para uso de rituximabe como segunda
linha. Além dos dados clinicos, amostras de células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) foram coletadas e criopreservadas para analisar a resposta
celular. As células foram cultivadas sob diferentes estimulos, incluindo FVIII, por
24h e analisadas por citometria de fluxo, onde as frequéncias de diferentes
citocinas foram quantificadas com intencéo de verificar a atividade dos subtipos de
linfécitos T auxiliares (CD4%) e linfocitos B (CD19*) em diferentes momentos do
acompanhamento. Quatro pacientes foram censurados por dados insuficientes no
seguimento. Dentre o grupo de pacientes ndo censurados (N=20), 70% alcancaram
remissdo completa sustentada e 30% recairam ou falharam ao protocolo de
primeira linha. Os pacientes com remissdo sustentada demonstraram ao
diagnéstico uma resposta predominantemente mediada por células T efetoras (T
helper), incluindo as células Th17 e células efetoras T foliculares (Tfh). Isso pode
ser concluido pela observagéo de niveis elevados de citocinas responsaveis pela
atividade de linfécitos Th17, incluindo aumento nas frequéncias de IL-17a (P = 0,01)
e TGF-B (P =0,05). No caso dos linfécitos Tfh, devido a producéo elevada de IL-21
(P = 0,02). Ademais, esse estudo observou que 0s pacientes que recairam ou

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



frequéncia de TNF-a (P = 0,05) e IFN-y (P = 0,0001). Na avalia¢édo dos linfécitos B
(CD19%), observou-se um aumento intracelular de BAFF (B cell activating factor) e
APRIL (a proliferation inducing ligand), ao diagnostico desses pacientes. A
frequéncia de BAFF do grupo recaida/falha € significativamente maior do que o
grupo de remissdo completa sustentada (P = 0,05). Esse estudo também
correlacionou as titulagdes de imunoglobulinas (lgs) dos pacientes com a producéo
de citocinas, observando uma correlacdo moderada entre IgA anti-FVIIl e IL-17a (r
=0,52; P =0,02) e TGF-B (r = 0,57; P = 0,02) no grupo de remissédo completa
sustentada. Uma correlacdo forte no grupo de pacientes que recairam ou falharam
ao tratamento também foi observada entre IgG4 anti-FVIll e a frequéncia 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 remissao completa
sustentada é diferente dos pacientes que evoluem com recaida ou falha ao
tratamento imunossupressor, com a ativacdo de células Thl em pacientes
refratarios, o que pode contribuir para a persisténcia do inibidor. O aumento
significativo na producédo de BAFF, IL-4, TNF-a. e IFN-y apenas no grupo de
recaida/falha pode indicar um papel de potenciais preditores para a resposta a

terapia imunossupressora na HAA.

Palavras-chave: hemofilia A adquirida, inibidores dos fatores da coagulacao
sanguinea, 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 Thl7
lymphocyte activity, including increased frequencies of IL-17a (P = 0.01) and TGF-
B (P = 0.05). In the case of Tth lymphocytes, due to high production of IL-21 (P =
0.02). Furthermore, this study observed that patients who relapsed or failed also
had a Thl-mediated response, by increasing the frequency of TNF-a (P = 0.05) and
IFN-y (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-B (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 Thl cells in refractory patients, which may contribute to
inhibitor persistence. The significant increase in the production of BAFF, IL-4, TNF-
a and IFN-y 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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TACI — ativador transmembrana e interator do CAML (transmembrane activator and
Calcium modulating ligand [CAML] interactor)

TCR - receptor de células T



Th — linfocito T efetor/auxiliar (helper)

Tfh — linfécito T folicular

TGF-p — fator de crescimento transformador beta
TNF-o — fator de necrose tumoral alfa

TNFSF — superfamilia do TNF

Treg — linfocito T regulador

UB/mL — unidades de Bethesda por mililitro
Ul/dL — unidades internacionais por decilitro

VO - via oral
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1. INTRODUCAO

1.1.Epidemiologia da hemofilia A adquirida

A hemofilia A adquirida (HAA) é uma rara doenca autoimune que resulta em
graves episoédios de sangramentos. A doenca € causada pela producdo de
autoanticorpos, que por razdes pouco conhecidas (e que serdo discutidas
posteriormente), passam a neutralizar epitopos funcionais do fator VIII (FVIII) da
coagulacdo (1-4). Em virtude a baixa incidéncia de pacientes com HAA, que
acomete aproximadamente 1,5 casos/milhdo na populacdo geral e 14,7
casos/milhdo na populacdo acima dos 85 anos (2,5), grandes estudos
populacionais acabam tornando-se inviaveis — principalmente devido ao longo
tempo para conseguir incluir participantes elegiveis, e pelo alto valor a ser investido
em estudos que geralmente sdo longos. Por essa razdo, pouquissimo se sabe
sobre 0s mecanismos imunoldgicos e fisiopatolégicos que podem ser responsaveis
pelo aparecimento da doenca.

Ao observar as principais caracteristicas da HAA e comparar sua
patogénese com a hemofilia A congénita (HA), é possivel notar que embora ambas
as variacfes de hemofilia sejam caracterizadas pelo prejuizo da coagulacdo devido
a funcdo afetada do FVIII da coagulacdo, as propriedades epidemioldgicas,
bioldgicas e clinicas da HAA e da HA séo distintas. As principais diferencas estao
sumarizadas adiante e podem ser observadas na tabela 1.

A fisiopatologia da HAA ainda é pouco conhecida, mas sabe-se que a
inativacdo do FVIII da coagulacdo ocorre por mecanismos imunoldgicos, que nao
estdo associados a fatores moleculares capazes de alterar a estrutura da proteina
(6,7).

Por outro lado, a HA se manifesta devido a mutagcbes que podem levar a
alteracdes estruturais na molécula do FVIII, causando auséncia ou diminuicdo na
producédo de FVIII. Por ser uma doenga congénita e ligada ao cromossomo X, a HA
€ incomum em individuos do sexo feminino, e é possivel observar a manifestacao
dos sintomas clinicos logo na infancia.

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

mulheres e usualmente acomete idosos, com uma idade média de 75 anos (3,8,9).



23

Normalmente, quanto mais idoso, mais frequente é o surgimento da doenca, e mais

severas sao as manifestacées, o que requer maior cuidado e atencdo durante o

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

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

ocorréncia em mulheres gestantes e no periodo de puerpério (11), e é mais

incomum em criancas e adolescentes, onde a incidéncia anual € de 0,0045/milhao

de habitantes (12).

Tabela 1. Comparacéo entre a fisiopatologia da HAA e da HA?!

Hemofilia A adquirida (HAA)

Inibidor na Hemofilia A (HA)

Alvo

Idade (primeiras
manifestacbes
clinicas)

Fatores
desencadeantes

Caracteristicas
dos inibidores

Tipo de Ig

Perfil de
sangramento

Sobrevida

FVIII endégeno
(autoanticorpos)

Mais comum em idosos

Sem predisposicdo genética.
Afeta homens e mulheres
igualmente.

Normalmente cinética do tipo 2
(sem correlacdo entre o nivel
residual de inibidor e FVIII)

Usualmente IgG1 e 1gG4, e
raramente IgA ou IgM

Sangramentos espontaneos
ocorrem normalmente com
FVIIl < 5%

Hematomas
Sangramento mucocutaneo e
muscular

Alto indice de mortalidade

FVIIl exégeno (terapéutico)
(aloanticorpos)

Aparecimento em criangas

Heranca ligada ao cromossomo
X, sendo mais comum em
homens.

Normalmente cinética do tipo 1
(inativagdo do FVIII
concentracao-dependente)

19G1 e IgG4

Sangramentos espontaneos
severos normalmente com
niveis de FVIII < 1%.

Hemartroses

Sangramento nas articulagbes

indice de mortalidade diminuiu
com as opgdes de tratamento

A maioria dos pacientes com HAA manifestam a doenga por causas

desconhecidas (fatores idiopaticos, > 60%), mas também sao reportados casos em

! Tabela adaptada de Webert, 2012 e Coppola et al., 2012.
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que a HAA é desencadeada secundariamente a condicbes como neoplasias
(aproximadamente em 20% dos casos), doencas autoimunes (como por exemplo:
lGpus eritematoso sistémico [LES], sindrome de Sjégren, artrite reumatoide — que
atinge aproximadamente em 15%), infec¢des virais (como hepatites e infec¢éo pelo
virus da imunodeficiéncia humana [HIV], em até 10%) e ainda podem estar

relacionadas a gestacao ou ao uso de determinados medicamentos (3,13,14).

1.2.Sinais clinicos da HAA

Embora tanto a HAA e quanto a HA possam manifestar sangramentos
espontaneos ou induzidos por trauma, o perfil de sangramento nos pacientes &
diferente. A classificacdo da HA congénita baseia-se na atividade de FVIII residual,
onde valores < 1 unidade internacional por decilitros (Ul/dL) caracterizam a HA
grave, valores de 1-5 Ul/dL correspondem a HA moderada, e 5-40 Ul/dL indicam
HA leve (15). Quanto maior a gravidade da HA, mais frequente e intensa é a
manifestacdo dos episédios hemorragicos, o que impacta na frequéncia da
necessidade de intervencao terapéutica, que inclui a utilizagdo de concentrados de
FVIIl, como os derivados de plasma (pdFVIIl) ou recombinantes (rFVIII). Os
concentrados de FVIII sdo produtos utilizados com o potencial de restaurar a funcéo
da hemostasia comprometida na HA e previne ou controla as manifestacdes
hemorragicas (16). A estrutura do FVIII é altamente imunogénica, e as infusbes 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 espontaneos e
recorrentes nas articulagbes com comum aparecimento de hemartroses,
hemorragias musculares e em cavidades (15,19). O perfil de sangramento na HAA
€ independente da atividade do FVIII e podem ser quadros hemorragicos graves
(20-22). Pacientes com HAA apresentam extensos hematomas, com sangramento
predominantemente subcutaneo (> 80%) seguido por sangramentos musculares (>

40%), e em menor incidéncia sangramentos no trato gastrointestinal/retroperitoneal
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(<10%). Diferentemente da HA, sangramentos articulares sédo pouco frequentes
(20).

1.2.1. Diagnéstico da HAA

O diagnéstico da HAA ocorre normalmente em individuos que néo
apresentam historico prévio ou familiar de sangramento, e deve ser realizado
associando a evolucgéao clinica e os dados laboratoriais do paciente. Por ser uma
doenca rara, muitas vezes € subdiagnosticada e, portanto, o diagnéstico diferencial
deve ser realizado com muita cautela, e os profissionais devem ser treinados e
adequadamente preparados para identificar a presenca da doenca. A demora no
diagnoéstico correto impacta no atraso do inicio do tratamento e prejuizo 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 impreciséo
observada na execuc¢éo da técnica (8,23).

Uma técnica que pode ser utilizada para auxiliar a confirmacdo do
diagndstico € o teste de mistura, que é utilizada principalmente em locais onde ndo
€ possivel realizar o ensaio de Bethesda. O objetivo desse teste é identificar a
presenca de inibidores ao misturar o plasma do paciente com uma outra fonte de
FVIII (como por exemplo o pool de plasma de individuos saudaveis). A
normalizacdo dos valores do TTPa apos a leitura do teste é sugestiva de que o
plasma normal tenha fornecido o fator necessario para ativacao da coagulacéo, e
indica deficiéncia de fator. Contudo, em situacfes em que o teste de mistura ndo é
suficiente para normalizar os valores do TTPa, o resultado € um indicativo de que
exista a presenca de inibidores que estdo inativando a atividade do fator de
coagulacéo (1,24). Para garantir a eficiéncia da interpretacéo do resultado, deve-

se descartar o uso de anticoagulantes ou a presenca de anticoagulante lUpico.
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A confirmacao definitiva do diagndstico de HAA pode ser realizada pelo
ensaio de Bethesda (BA, Bethesda assay) ou por uma de suas modificacdes, 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 apés a
acao do anticorpo neutralizante anti-FVIIl. O anticorpo produzido € quantificado por
meio da titulagdo do anticorpo e avaliagdo do efeito do anticorpo em uma fonte
estavel de FVIII. Apés um periodo de incubacéo é determinada a atividade residual
do fator VIII:C, preferencialmente pelo método cromogénico (23). Portanto, pelo
método Bethesda € possivel estabelecer a correlacéo entre a atividade do FVIII
residual e o titulo de inibidor. Por definicédo, a unidade de Bethesda (BU) € a unidade
de medida que corresponde a quantidade de inibidor capaz de neutralizar 50% da
atividade do FVIII por mililitro. O paciente recebe diagndstico de HAA quando a
atividade do FVIII € menor do que 50% e o titulo de inibidor € maior de 0,6UB por
mililitro (UB/mL) (8).

1.3. Tratamento da HAA

Individuos com HAA devem ser tratados o mais rapido possivel para evitar
maiores complicacBes decorrente aos episddios de sangramento. Devido a
gravidade dos sangramentos e as complicacdes que podem ser observadas,
individuos diagnosticados com HAA devem ser tratados em centros especializados,
e que possuam pessoal capacitado (21).

A conduta clinica deve ter dois objetivos primordiais, (1) reestabelecer a
hemostasia e controlar qualquer sangramento presente, e (2) erradicar a presenca
do inibidor com o uso de medicamentos imunossupressores. As principais terapias

farmacoldgicas utilizadas na HAA séo 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 sao
clinicamente relevantes devem ser tratados com agentes bypassing. Os agentes
utilizados incluem o fator VII ativado recombinante (rFVlla) e o complexo
protrombinico ativado (CPPa). Nenhum estudo comparativo demonstrou diferencas
entre a efetividade do rFVlla e do CPPa, e ambos séo altamente efetivos para tratar
0S sangramentos, portanto a escolha do agente a ser utilizado dependera da
disponibilidade e experiéncia local (8,26,27). Usualmente, esses agentes sao
indicados para sangramentos agudos, mas também podem ser utilizados como
profilaticos em caso de procedimentos invasivos (Nogami et al., 2018).

O rFVlla age diretamente a outros fatores de coagulacdo, como o FX, e
promove a conversao do FX em FXa, induzindo a geracéo de trombina. O rFVlla
também pode se ligar ao receptor da proteina C endotelial (EPCR), e ativar
diretamente o FX, contribuindo para a expansdo da produgcdo de trombina. O
aumento de trombina ocorre apoés ativacao do FX e de outros fatores de coagulacao
gue se ligam a superficie da membrana das plaquetas. (28). O CPPa possui 0s
fatores da coagulacdo dependentes da vitamina K (protrombina, FVII, FVlla, FIX,
FIXa e FX), onde parte deles estdo parcialmente ativados e facilitando a producéo
de trombina (29).

Pacientes que apresentam titulo de inibidor acima de 5 UB/mL (> 5 UB/mL)
séo considerados pacientes com alto titulo de inibidor. O titulo aumentado é capaz
de inativar rapidamente o FVIII presente na circulacéo, e os concentrados de FVIII
sdo ineficazes. Como alternativa é possivel utilizar os concentrados de agentes de
bypassing, no entanto, esses produtos nem sempre sao eficazes. Nesses casos,
também pode ser utilizado o FVIII recombinante porcino (rpFVIII), que apresenta
uma boa resposta no controle hemostatico desses pacientes (30). Embora o rpF VIl
nao seja utilizado no Brasil, € importante salientar que as diretrizes internacionais
recomendam que antes da utilizacdo desse fator, os titulos de inibidor porcino
sejam testados. O teste € executado pelo mesmo principio do ensaio de Bethesda,

utilizando reagentes especificos para a amostra testada (8).
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Mais recentemente, estudos tem apontado para beneficios do uso do
emicizumabe na HAA. O emicizumabe é anticorpo biespecifico que mimetiza o
FVIII, capaz de reduzir consideravelmente as taxas de sangramentos na HA, sendo
indicado para o tratamento profildtico de pacientes com ou sem inibidor (27).
Embora nédo seja utilizado com frequéncia no Brasil, por néo ser aprovado pelo SUS
para tratamento de HAA, e possuir custo elevado (o que torna a adesdo ao
tratamento inviavel), ele é utilizado off-label para tratamento da HAA em iniGmeros
paises, incluindo os Estados Unidos e o Reino Unido, e ja est4 aprovado no Japdo
inclusive para essa finalidade (27,31,32).

A utilizacdo do emicizumabe na HAA parece ter algumas vantagens,
considerando os possiveis efeitos no tratamento da doenca, incluindo a prevencao
de sangramentos espontaneos, aplicagbes subcutédneas 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 profilatico na HAA, e os resultados demonstraram que a
medicacdo é promissora e apresenta eficacia em prevenir sangramentos, sugerindo
gue apds mais pesquisas, o farmaco possa ser utilizado como segunda linha de
tratamento para prevenir sangramentos agudos em pacientes que ainda nédo
erradicaram o inibidor (33). Contudo, vale ressaltar que estudos maiores precisam
ser conduzidos para monitorar cuidadosamente quais sdo 0S possiveis eventos
adversos e complicacbes (como AVC, por exemplo), a fim de mensurar a

verdadeira relacéo entre a seguranca e eficacia do protocolo (32).

1.3.2. Farmacos imunossupressores

A imunossupressao é utilizada para erradicar os niveis de inibidores, e tem
como objetivo reduzir o risco de sangramento, além de diminuir o tempo para se
alcancar a remissdo completa. Como grande parcela da casuistica da HAA é
composta por pacientes idosos ou que possui outra patologia de base (como
neoplasias ou doencgas autoimunes), a imunossupressao deve ser realizada com

cautela, jA que os efeitos colaterais dos imunossupressores Sao perigosos e
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potencialmente fatais (34). A imunossupressao causa efeitos colaterais em mais de
37% dos pacientes, e a taxa de mortalidade é mais alta em individuos mais idosos
com comorbidades. Dentre os efeitos reportados, podemos destacar leucopenia,
infecgbes 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 recomendacdo mais recente (2020) prop8e que pacientes
com HAA que possuem niveis de FVIIl =2 1% e titulo de inibidor < 20 UB/mL facam
uso de esteroides por um periodo de 3 a 4 semanas (prednisona 1mg/kg/dia), sem
associacdo de outros farmacos, e em casos de néo-resposta, seja adicionado
ciclofosfamida (1-2 mg/kg/dia) ou rituximabe (375mg/m? por semana). Por outro
lado, para pacientes que possuem os niveis de FVIII < 1% ou titulo de inibidor > 20
UB/mL, seja utilizado como primeira linha a administragdo conjunta de esteroides
associado de ciclofosfamida ou rituximabe pelo periodo de 3 a 4 semanas (8).
Outros agentes imunossupressores também podem ser utilizados quando o
paciente ndo responde as terapias padronizadas, incluindo azatrioprina,
ciclosporina ou vincristina (21).

Os imunossupressores, como glicocorticoides (prednisona) e a
ciclofosfamida, sdo capazes de modular a acdo e resposta dos linfocitos. Os
glicocorticoides diminuem a maturacdo e atenuam a resposta das células
dendriticas ao diminuir a expressdo do MHC-II (complexo principal de
histocompatibilidade). Além disso, diminuem a expressdo de citocinas pro-
inflamatoérias como IL-12 e TNF, e aumentam a expressdo de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-10. Na imunidade adaptativa, sdo capazes de inibir sinais de
coestimulacéo, reduzir a ativacéo do receptor de célula T (TCR) e a sobrevivéncia
de linfocitos (suprimem a resposta de células Thl e Thl7 e estimulam a funcdo de
células Th2 e T regulatérias) (36).

A ciclofosfamida € um farmaco quimioterapico alquilante de DNA utilizado no
tratamento de diferentes neoplasias. Doses altas (> 200mg/kg ou > 750mg/m?)
podem causar deplecéo geral de linfocitos e sdo administradas em protocolos de
tratamento para LES ou em transplante de medula éssea (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 farmaco passa a ser mais

bem tolerado, e os efeitos adversos séo reduzidos significativamente. As células T
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regulatorias (Tregs) sdo depletadas seletivamente e tém sua funcdo atenuada
quando a administracdo de ciclofosfamida ocorre em doses baixas. Estudos
demonstram que esse efeito pode decorrer da diminuicdo da expressao de FoxP3,
que é um importante fator de transcricdo (FTr) de células Tregs (39). Outro gene
inibido € o gene da superfamilia do TNF-induzido por glicocorticoide, que age como
uma molécula coestimulatéria que induz a proliferacdo 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 deplecdo de células B € mais
rapido do que o efeito observado nas células Tregs (41,42). E interessante notar,
que a funcdo de outras células T efetoras € aumentada, e que a secrecdo de
citocinas € alterada de um perfil Th2 para um perfil Thl, com o aumento da
secrecdo de interferon do tipo 1 e IL-2. As células Thl possuem o potencial de
aumentar a proliferacédo de células T citotoxicas (TCD8"), que sdo essenciais para
a lise tumoral (39).

Além do rituximabe, que é um anticorpo monoclonal direcionado para células
CD20, outros farmacos sao utilizados como potenciais alvos terapéuticos em
pacientes com HAA, sobretudo casos que apresentam muita dificuldade na
erradicacdo do inibidor. Recentemente, alguns relatos de caso tém descrito a
utilizacdo do bortezomibe off-label em casos refratarios.

O bortezomibe € um farmaco quimioterapico que tem sido estudado como
uma opcao terapéutica promissora em doencas autoimunes que sdo mediadas pela
producdo de autoanticorpos, principalmente por apresentar efeitos citotoxicos
diretos em plasmdcitos alterados, e atua diretamente na imunidade humoral ao
reduzir a proliferacéo de células B ativas ao diminuir a capacidade dos linfécitos B
iniciarem as respostas mediadas por anticorpos. Poucos estudos recentes tém
associado protocolo de bortezomibe para pacientes com HAA resistente e
secundaria a mieloma multiplo, apresentando resultados satisfatorios, e sugerindo
uma nova abordagem terapéutica a ser estudada para tratamento de pacientes com
HAA (43,44).
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Erradicacao do inibidor
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Figura 1. Principais terapias utilizadas no tratamento da HAA. A erradicac¢ao do inibidor
é realizada pela imunossupressao mediada por esteroides, rituximabe e/ou ciclofosfamida.
Corticosteroides agem modulando a resposta imunoldgica ao inibir os sinais emitidos pelas
células T auxiliares (Th) e, portanto, diminuem as interacdes entre células T e B, diminuindo
a ativacdo das células B. O rituximabe € um anticorpo monoclonal quimérico que age
depletando células CD20*, inibindo a quantidade circulante de células secretoras de
anticorpos. O quadro superior direito demonstra quais sao os efeitos imunossupressores
observados no uso da ciclofosfamida em baixas concentragbes (30-100mg/dia). A
ciclofosfamida age depletando as células T regulatérias seletivamente, e inibindo sua
fungéo supressora. Além disso, € capaz de alterar o perfil de citocinas secretadas pelos
linfocitos, de Th2 para Thl, e aumentar a expressdo de células Thl7 e células CD8
efetoras. Quando necessario, 0 manejo dos episddios hemorragicos é realizado pelo uso
de agentes bypassing. O quadro inferior ilustra os locais de agdo do rFVlla. O rFVlla age
ao se ligar ao fator tecidual (FT), e ao FX em FXa. O FXa promove a conversao de
protrombina (FII) em trombina (Flla). A acdo também é dependente das plaquetas, que séo
ativadas pelos zimogénios na forma ativa (FXa, Fll) e auxiliam na amplificacdo da liberagéo
de trombina. A trombina, por sua vez converte o fibrinogénio (FI) em fibrina (Fla),
estabilizando o sangramento. Figura elaborada com Biorender.com.

1.4. O sistemaimune e a autoimunidade

O sistema imunoldégico possui uma complexa maquinaria que trabalha
continuamente para garantir a homeostasia do organismo. Embora o sistema
hemostatico também tenha interrelagdo com o sistema imune, esse mecanismo nao
esta envolvido diretamente nos processos de autoimunidade. Para fins didaticos, a

resposta imunoldgica 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 fisica (como as barreiras epiteliais) e células que
normalmente sdo conhecidas como fagécitos, incluindo as células dendriticas,
macrofagos, células natural-killer (NK), mastécitos, baséfilos e eosinéfilos (45).
Além disso, as plaquetas, além de mediadores priméarios da hemostasia, habilidade
em se comunicar com o0 sistema imune inato e adaptativo (46). A imunidade inata
€ pouco seletiva, e possui mecanismos de defesa que respondem a invasores com
a mesma intensidade e seletividade, independente de um contato prévio ou ndo. Ja
a imunidade adaptativa possui um papel mais especifico na resposta a agentes
invasores, com mecanismos altamente seletivos, que sao capazes de responder
com maior rapidez e precisdo quando em um contato secundario, via ativagédo de
células de memoria.

As respostas da imunidade adaptativa séo conduzidas pelos linfocitos T e B,
e podem ser classificadas em imunidade celular e humoral. A imunidade celular
consiste na producdo e secrecdo de proteinas com capacidade de afetar o
comportamento de outras células, conhecidas como citocinas. Por sua vez, a
imunidade humoral é mediada pela secrecdo de anticorpos, que sdo capazes de
inativar os agentes invasores por uma gama diferente de mecanismos que sao
executados em conjunto de funcdes e células da imunidade inata (47). Esses
mecanismos incluem a neutralizacdo do agente infeccioso, ativacdo do sistema
complemento, promo¢do da opsonizacdo via fagocitos (da imunidade inata) e
promocao da citotoxicidade celular dependente de anticorpos (48).

Embora a resposta imune seja dividida em tantas facetas, os mecanismos
que regem o comportamento do sistema imunolégico se comportam de forma

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

1.4.1. Ativacgao das células T CD4*

Os linfécitos T CD4* se desenvolvem e maturam no timo antes de serem
liberados para a circulagdo como células T virgens (naive, ou Th0O). As células ThO
se encontram em um estado quiescente (GO do ciclo celular) onde suas atividades

metabdlicas e transcricionais permanecem baixas (50), e o destino da ativacao
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celular dependera de inumeros fatores estabelecidos pelo microambiente, incluindo
sinais imunoldgicos, atividade de fatores de crescimento, nutrientes, oxigénio e
metabdlitos bioativos. A proteina alvo da rampamicina em mamiferos (mTOR), por
exemplo, € um dos principais reguladores da saida do estado de quiescéncia das
células ThO, e determinara, juntamente com outros fatores de transcricdo se a
ativacao levara essas células a expansao de células T de memdria, células Tregs
ou células T efetoras (51,52). A transicdo de quiescéncia (ThO) para ativacédo
dependera de algumas etapas distintivas, incluindo a entrada na fase G2 do ciclo
celular, crescimento celular, maior absorcdo de nutrientes, reprogramacao do
metabolismo das mitocondrias, e liberacdo paracrina ou autécrina de IL-2 (50).

A principal ponte entre a imunidade inata e adaptativa ocorre quando as
células apresentadoras de antigeno (do inglés antigen presenting cells, APCs) —
como as células dendriticas — sdo capazes de apresentar peptideos especificos
aos linfécitos T, e as células ThO saem do estado de quiescéncia e sdo ativadas
por processos de selecao e expansao clonal (53). A apresentacdo dos antigenos
ocorre pela interacao entre o complexo de histocompatibilidade maior (MHC-II) das
APCs com TCR. A diversificacdo dos subtipos de linfécitos dependera de duas
fases de ativacdo, incluindo o reconhecimento e inducdo e a fase de reforco ou
diferenciacao final, como esquematizado na figura 2 (54).

A primeira fase de ativagcdo também é conhecida como fase de
reconhecimento ou de inducédo (no inglés € denominada como priming). Durante
essa fase, células ThO recebem sinais de ativacdo do TCR com o MHC-II, e
dependem da coestimulacdo com outras proteinas da membrana da célula T com
a APC. A coestimulacédo ocorre pela ligagdo de moléculas cognatas, como o CD28
da célula T e CD80 ou CD86 da célula APC (55), e desencadeia um terceiro sinal
de ativacdo que ira influenciar a decisdo de qual subtipo de linfocito sera
diferenciado, que ocorre pela producdo de fatores de transcricdo e citocinas
especificas para o desenvolvimento do subtipo celular em questdo, que seréo
discutidos mais adiante (52).

Na segunda fase de ativagao ocorre o refor¢o, ou diferenciacéo terminal.
Nessa etapa, os sinais emitidos pelo TCR irdo determinar se o clone que foi
diferenciado ird ser uma célula CD4* efetora produtora de citocinas com diferentes
funcdes na resposta imune (células Thl, Th2 ou Th1l7), uma célula Tregs ou uma
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célula T folicular (Tfh), que possui como principal papel atuar no auxilio da ativacéo
das células B, e inducédo da producédo de anticorpos de acordo com o perfil da
resposta produzida pelas células Thl, Th2 ou Th17 (53,56). Dentre os aspectos
que diferenciam as células Th efetoras e Tfh est4 a producao do fator de transcrigdo
BCL-6 pelas células Tth e Blimp-1 pelas células Th efetoras (57).

As células de memoria possuem um papel essencial na defesa contra
patégenos. Elas facilitam o processo de vigilancia nos érgaos linfoides primérios e
na periferia, e sédo capazes de promover uma resposta robusta ao encontrar com
antigenos cognatos em um segundo momento. Ao encontrar um agente invasor, as
células de memoaria exibem funcdes efetoras e passam a produzir citocinas quando
ativadas (58).

Os linfécitos Th secretam uma gama diferente de citocinas, que irdo
promover a resposta especifica. Dentre as funcdes especificas das citocinas, esta
a contribuicdo no processo de ativacdo dos linfécitos B, maturacdo das células B

em plasmacitos e secrecao de imunoglobulinas (Igs) (59).

Reconhecimento (indugéo) e ativagao Reforgo, diferenciagao terminal Funcées efetoras
Célula 5
dendritica_ Expanséo clonal
Y4 Células CD4 efetoras
(Thl, Th2, Thl7):
ativagdo de macréfagos, Células B e
Fatores de outras células. Produzem citocinas e
- transcrigao auxiliam na eliminagéo do invasor
< / D Th2 | GATA-3 Células Th
Sinal 1 A\ T-bet k S Células de meméria CD4*
lecop_heumenlo v 3 -be Quando em contato com o invasor
especifico MHC-TCR . ° 0 ';; pela segunda vez, induzem rapida
Sinal 2 B N A produgao de citocinas, e
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Figura 2. Ativacdo de células T CD4 em suas funcdes efetoras. A primeira etapa da
ativacdo das células TCD4" é o reconhecimento do antigeno. As mensagens enviadas
pelas citocinas (sinal 3) influenciam na decisdo de qual subtipo de linfécito sera produzido
pelo clone ativado. Durante a diferenciacao terminal, o fator de transcricdo expresso via a
inducgéo das citocinas ativadas no Sinal 3 e a intensidade do sinal emitido pelo TCR daréo
origem a um subtipo de linfécito diferente (sinais mais intensos do TCR, por exemplo,
podem levar a producao de FT como T-bet, IRF4, STATS, etc., que serdo responsaveis
pelo subtipo de linfécito qual a expanséo clonal ocorrera; sinais mais fracos podem induzir
a producdo de FT como BCL6, CXCR5, que séo essenciais para a produgdo das células
Tfh). Figura elaborada com Biorender.com.
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1.4.2. Resposta das células Thl, Th2 e Th1l7

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 Thl, Th2 e Thl7 (Figura 3), contudo existem outros
subtipos também tém sido reportados, como as células Th9 ou Th22 (60). A
diferenciacdo depende da interacdo cognata ente o antigeno especifico
apresentado pelo MHC-Il com o TCR da célula ThO. Cada subtipo é dividido de
acordo com sua capacidade de expressar fatores de transcricdo e secretar citocinas
especificas que agem contra classes diferentes de invasores (52).

Os clones Th1l sao os principais participantes na defesa de patbgenos como
bactérias e virus. O principal fator de transcricdo que é responsavel pela
diferenciacéo em células Thl € o T-bet, e as citocinas classicas secretadas incluem
a citocinas pré-inflamatéria IFN-y e a IL-2. A estimulacdo do TCR e a sinalizacao
IFN-y-STAT1 auxiliam na inducdo da producdo de T-bet, que ao induzir a
diferenciacéo de Thl, suprime as linhagens Th2 e Th17. Além disso, T-bet se liga
ao gente Ifng, aumentando a expressao de IFN-y e promovendo a expressao de IL-
12, que € uma citocina importante, pois contribui para a diferenciacdo das células
Th1l, por ser capaz de manter o T-bet expresso (45).

Células Th2 atuam contra a invaséo de parasitos, helmintos, e contribuem
para o reparo tecidual e para a inflamacéo crénica em doengas como asma ou
alergias. Essas células expressam o FT GATA3 via inducéo de IL-4 (secretada por
células dendriticas) e via fosforilacéo da proteina STAT6, que induz a producédo das
citocinas classicas, IL-4, IL-5 e IL-13. Além disso, as células Th2 sdo descritas por
estarem envolvidas na producao de anticorpos via producéo de IL-4, e podem atuar
na troca de subclasse para lgG4 (53,61,62). Atualmente, estudos demonstram que
a secrecao de citocinas que induzem a producéo e secrecdo de anticorpos pelas
células B ndo é canodnica de célula Th2, e que as células Tth podem produzir
citocinas que auxiliam a mediacdo 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 responsavel pela destruicdo de invasores que nao eram eliminados

apropriadamente pelas células Thl ou Th2 (60), e posteriormente foi estabelecido
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o papel das células Th17 na inducéo da inflamacao e na patogénese de diferentes
doencas autoimunes (61). Essas células possuem como marcadores classicos o
fator de transcricdo RORyt, e secretam as citocinas IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22
(53,55,61). A diferenciacéo inapropriada de células Th pode resultar ndo apenas
em infeccBes cronicas, como também em diversas formas de alergias e doencas
autoimunes, e muitos estudos envolvendo doencgas autoimunes relacionam os

efeitos das células Th17 na fisiopatologia dessas doencas (58).
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Figura 3. Subtipos das células T auxiliares e perfil de citocinas produzido. Células T
auxiliares se diferenciam em subtipos de linfocitos T de acordo com a producao de citocinas
polarizadas no contato com a célula APC e a célula ThO (T naive). Imagem adaptada de
(64). FoxP3, Caixa de Forquilha P3; IFN, interferon; IL, interleucina; ROR, receptor 6rfao
relacionado ao retindide; TGF, fator transformador de crescimento; Th, T auxiliar; TNF, fator
de necrose tumoral; Treg, T regulatoria. Figura elaborada com Biorender.com.
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1.5. Desregulacédo daimunidade — mecanismos de autoimunidade

Quando a ativacdo das células imunes nédo ocorre de maneira apropriada,
observa-se a manifestacdo de respostas indesejaveis, como exacerbacdo de
processos inflamatdrios ja presentes no ambiente e a inducdo de respostas
autoimunes (65,66).

A complexidade da fisiopatologia da autoimunidade demanda inUmeros e
detalhados estudos que se baseiam em mecanismos especificos que podem estar
relacionados com a evolugdo do processo patolégico. Os fatores que podem
interferir na manifestacdo da autoimunidade incluem exposicdo repetida a
infecgdes, exposicdo ambiental e aspectos (67,68). A literatura demonstra que as
manifestagcbes autoimunes e o0s processos de autoimunidade podem ser

desencadeados por diferentes razdes, listadas a seguir.

1.5.1. Quebra datoleranciaimunolégica

A tolerancia imunoldgica consiste na capacidade que 0 organismo possui em
encontrar moléculas proprias (como por exemplo o FVIII) e ndo responder a elas.
Os mecanismos de ativacdo da tolerancia imunoldgica ocorrem nos 6rgaos linfoides
centrais ou periféricos, em varios estagios de desenvolvimento dos linfécitos. A
ativacdo excessiva da tolerancia pode resultar em infeccdes, e até mesmo em
cancer. Por outro lado, a quebra da tolerancia imunolégica pode desencadear
doencas autoimunes (69).

A tolerancia s6 é completa apds os mecanismos periféricos serem ativados,
ja que nem todos os antigenos sdo adequadamente apresentados no timo. Esses
mecanismos compreendem a delecdo de células que escaparam da selecdo
negativa, ou a supressao da resposta por células Tregs, ou inducdo de anergia,
que consiste na ndo-responsividade funcional das células T (70).

Um exemplo de mecanismo que estimula a tolerancia € o estimulo produzido
por moléculas coinibitoras como o CTLA-4 (conhecido como antigeno 4 associado

a linfécitos T citotdxicos) que reprime o segundo sinal de ativagdo dos linfocitos e
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induz a quiescéncia das células T por diferentes mecanismos, incluindo a
competicéo entre o CD28 pela ligagdo em CD80/CD86 (50,55,71).

Autoantigenos que ndo sdo expressos nos tecidos linfoides primérios,
podem ser encontrados na periferia e induzir as células autorreativas a um estado
de nédo responsividade, conhecido como anergia (49). Linfécitos em estado de
anergia ndo sao capazes de ativar a citocina NF-xB e ficam susceptiveis a morte
celular precoce (72). A deficiéncia de uma célula tolerogénica em ser ativada néo
desencadeara, necessariamente, uma doenca, mas podera contribuir para que
estimulos downstream sejam inibidos, prejudicando a resposta inibitéria dos
linfécitos e contribuindo para a manifestacdo da autoimunidade (70).

1.5.2. Falha na selegcdo negativa de linfocitos T

A selecdo positiva consiste em um mecanismo de tolerancia central que
ocorre durante a maturacéo dos linfécitos nos 6rgaos linfoides centrais (timo para
linfécitos T e medula 6ssea para linfocitos B), onde linfécitos que interagem com
intensidade moderada recebem sinais de sobrevivéncia e se diferenciam em
linfécitos maduros. Ja os linfécitos que interagem com alta intensidade com
peptideos proprios sdo excluidos (selecdo negativa), com objetivo de eliminar
células autorreativas da circulacao (73). A falha na selecdo negativa impede a
delecéo clonal de células T autorreativas, e promove a manifestacdo de doencas
autoimunes (68).

Os mecanismos de autoimunidade descritos na literatura ndo séo
especificos para a HAA, devido a auséncia de estudos que explorem
detalhadamente a fisiopatologia da doenga. Portanto, para ilustrar os principais
mecanismos de autoimunidade que podem estar associados com a fisiopatologia
da HAA, trés esquemas sao ilustrados na Figura 4, com base em estudos realizados
com outras doencgas autoimunes, como o LES, diabetes tipo 1, artrite reumatoide

entre outras patologias.
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1.5.3. Autorreatividade dos linfocitos Te B

Dentre os impactos da perda da tolerancia imunoldgica, esta a geracao de
células autorreativas. Em condi¢cdes homeostéticas, as células autorreativas sédo
reguladas por varios mecanismos diferentes até que ocorra a reducado de sua
frequéncia no repertorio linfocitario; diminuicédo da afinidade pelo tecido préprio, ou
de sua funcionalidade (74). Normalmente, durante a sele¢do clonal, uma grande
proporgéo de linfocitos é destruida antes da sua maturacdo (> 90%), e as ceélulas
autorreativas sdo removidas do repertorio de linfécitos nos 6rgdos linfoides
primarios, principalmente por apoptose (75).

Em condi¢Bes patoldgicas, a autorreatividade dos linfocitos pode levar a
ativacao descoordenada dos receptores de linfécitos T e B, que sédo conhecidos,
como receptor de células T (TCR) e receptor de células B (BCR). Esses receptores
se ligam a antigenos préprios com alta intensidade e os mecanismos de tolerancia
nao sao 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 estédo
associadas com diferentes doencas autoimunes. Os linfocitos B sdo capazes néo
apenas de secretar anticorpos, como também de processar e apresentar antigenos,
e entregar sinais coestimulatéria para células ThO, que sdo ativadas em células Thl
e Th2 (77).

As células B autorreativas que escapam dos mecanismos de tolerancia
central sdo controladas por mecanismos periféricos muito semelhantes aos
mecanismos de tolerancia das células T, e quando uma célula B autorreativa
encontra um antigeno préprio, ela recebe o estimulo do sinal 1 (interagdo entre
peptideo e BCR) mas ainda assim € 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 tolerancia de células T, a célula B nédo é ativada, e sofre
apoptose (78).

Dependendo da presenca de fatores de sobrevivéncia, os plasmaocitos
podem perdurar como células de longa-vida. Estudos realizados com outras
doencas autoimunes demonstram que as ceélulas B autorreativas antigeno-

especificas sdo muito importantes na apresentacdo de antigenos proprios que
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ativam células T autorreativas e quebram a tolerancia das células T, observadas na
autoimunidade (79). A autorreatividade pode ser regulada, por exemplo, por meio
de sinais de sobrevivéncia enviados pelas células Tfh através de varias vias de
sinalizacdo, incluindo a ativacdo das moléculas CD40L, IL-4, IL-21, PD1 e BAFF
(63).

Embora néo seja possivel encontrar estudos especificos para a HAA, a
literatura demonstra que a autorreatividade observada em doengas autoimunes
pode ser causada pela associacdo de varios fatores distintos. Dentre os fatores
extrinsecos que podem estar associados com a autorreatividade de células B, na
HAA, podemos hipotetizar de que a realizacdo de um clearance defeituoso de
células apoptoéticas e proteinas senescentes por macréfagos e neutréfilos pode
induzir a hiper-reatividade de células Th (80) e promover alteracdo nas células
dendriticas, além de aumentar o estimulo de citocinas como BAFF (Fator ativador
de células B), IFN-y (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 evidéncias do envolvimento das células Th na producéo de
anticorpos anti-FVIIl ao observar de que os anticorpos inibidores sofrem
hipermutacdo somatica, 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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Mecanismos gerais de autoimunidade
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Figura 4. Mecanismos gerais de autoimunidade. Na hemofilia A adquirida (HAA), a
guebra da tolerancia pode ocorrer apés o contato com moléculas do fator VIII (FVIII)
endoégeno, que passam a ser reconhecidas com alta intensidade pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs). A resposta contra esses agentes e a ativagdo dos
linfécitos T helper (Th) resulta na ativacéo do sistema imunoldgico contra os peptideos do
FVIII. A autorreatividade pode estar associada de forma direta e indireta com a quebra da
tolerancia. O esquema representado no segundo quadro esta baseado na revisédo de Jin
et al., 2020, que descreve como a apoptose defeituosa pode influenciar na apresentacao
de peptideos préprios e inducdo da autorreatividade de células T e B. Os defeitos da
apoptose aumentam a secrecao de citocinas pro-sobrevivéncia, como a BAFF e o IFN-y,
gue causam a hiper-reatividade das células B e secre¢cédo exacerbada de autoanticorpos
pelos plasmécitos. Além disso, APCs que encontram os peptideos proprios podem
aumentar a sinalizacdo dessas citocinas via ativacdo do TLR (receptor do tipo Toll). O
terceiro esquema representa como ocorre 0 processo de falha na selecdo negativa. A
selecdo negativa € um mecanismo que ocorre para impedir que peptideos que interagiram
com o sistema imune com alta intensidade circulem na periferia. A selecdo positiva é o
passo onde as células imaturas que reconhecem fracamente o APC sao selecionadas para
sobreviver. Na selecdo negativa, peptideos que foram apresentados e se ligaram com alta
intensidade ao APC sofre apoptose. Quando os peptideos que se ligam fortemente ao
antigeno nao sofrem apoptose, células autorreativas séo liberadas na periferia.

1.6. Autoimunidade e imunossenescéncia

Os sinais de comprometimento do sistema imunolégico sdo observados a
partir dos 50 anos de idade, apresentando maior relevancia e impacto clinico de
modo crescente depois dos 70 anos (84). Um aspecto interessante observado em

pacientes com HAA, é que a incidéncia da doenca € 10 vezes maior em individuos
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acima dos 70 anos (2,5), e que embora a doenca esteja associada a causas
secundarias como autoimunidade e cancer, ainda existe muito a ser compreendido
com relacdo a quais possiveis fatores podem estar associados com as
manifestacdes idiopaticas, que abrangem mais de 50% de toda a etiologia descrita
até o momento (13,17,85).

Alguns estudos discutem que a quebra da tolerancia imunolégica é um fator
gue pode estar relacionado com processo de envelhecimento, o que pode ser uma
justificativa dos mecanismos de producdo de autoanticorpos em idosos em
diferentes doencas, inclusive na HAA (66,76,86).

Além disso, na ultima década foi identificado uma subpopulacéo de linfécitos
B que possui como caracteristica marcante a habilidade de expandir conforme o
aumento da idade. Esse subtipo linfocitario, conhecido como células ABC (do
inglés, age-associated B cells) tem sido considerado como um potencial modulador
de diferentes doencas autoimunes (87). Sua imunofenotipagem € composta
caracteristicamente por marcadores classicos de linfécitos B, B220* e CD19", e
marcadores mieloides como CD11c* e CD11b* (87,88), além de ser dependente do
fator de transcricdo T-bet (89). Esse subtipo celular € menos sensivel ao BCR, e
apresenta mais afinidade pelo receptor do tipo Toll (TLR) 7 e TLR9, induzindo a
liberacdo de citocinas para diferenciacdo de células T por essa via de sinalizagéo
(90).

As células ABC sao originadas nos centros germinativos (CG) dos linfonodos
muito provavelmente apds o estimulo de varios antigenos com o decorrer do tempo
(91). A diferenciacédo celular ocorre por intermédio de sinais da imunidade inata e
adaptativa, incluindo a ativacado dos receptores TLR7 e TLR9 e o estimulo de
citocinas como IFN-y e IL-21, onde a IL-21 atua promovendo a regulacéo de T-bet
e CD11c, e o IFN-y induz a regulacédo do fator de transcri¢cdo T-bet (89,90).

Rubtsova e colaboradores (2013) ressaltaram a inter-relacdo entre a
expressado de T-bet e o clearence viral e foram os primeiros autores a sugerir uma
ligagdo entre as respostas antivirais e autoimunidade por intermédio do mesmo
subtipo linfocitario, as células ABC. Isso devido a funcdo desempenhada por essas
células, via T-bet, que aumentam a producdo de anticorpos e autoanticorpos do
tipo 1gG2 (92).
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Embora esse subtipo celular ndo seja exclusivo em idosos, e na ultima
década tenha sido identificado em diferentes doencas, incluindo LES, artrite
idiopatica juvenil, obesidade, Sindrome de Sjogren e artrite reumatoide (90), a
literatura demonstra que durante a senescéncia, o pool de células B € dominado
por células ABC de forma crescente. Além disso, trabalhos argumentam que esse
aumento da prevaléncia das células ABC decorrente da idade pode contribuir para
varias caracteristicas bem estabelecidas da imunossenescéncia, incluindo génese
reduzida de linfécitos B e respostas imunes reduzidas (66,93).

Os tratamentos utilizados para autoimunidade acompanham severos efeitos
colaterais, que podem estar associados a deplecédo 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 plasmécitos (94).
Estudos sugerem que as células ABC possam ser utilizadas como alvo terapéutico
dirigido, para tratar diversas patologias de carater autoimune, mantendo células
CD20 e outras populacdes, e evitando os efeitos colaterais comumente observados
(66,87).

1.7. Inibidores adquiridos do FVIII da coagulacao

O FVIII é um cofator da coagulacdo que quando ativado, forma o complexo
tenase com o FIX, atuando como cofator para o FIX durante a ativacéo proteolitica
do FX. O complexo tenase possui papel essencial na superficie plaquetéria, durante
a fase de propagacdo, e o FXa na presenca de FVa € capaz de converter a
protrombina (FIl) em trombina (Flla) levando a formacéao de fibrina e a formacéao do
coagulo.

O FVIII é uma proteina grande, com aproximadamente 300 kDa, composta
por uma cadeia pesada (Al, A2 e B) e uma cadeia leve (A3, C1 e C2). Sua estrutura
é capaz de interagir com diferentes moléculas, incluindo os fatores de coagulacao
IXa, X e Xa, fosfolipideos de membrana, proteina C ativada, trombinam e plasmina,
conforme ilustrado na Figura 5 (95,96). Os dominios A e C sado funcionais, e
importantes para a funcédo do FVIII, enquanto o dominio B ndo é essencial (97).
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O FVIII é sintetizado pelo figado, e circula em forma de complexo, associado
ao fator de von Willebrand (FVW). Esse complexo possui um papel essencial na
hemostasia, pois o0 FVW ¢é responsavel por proteger o FVIII da degradacdo
proteolitica, aumentar a meia-vida do FVIII na circulagdo e promover a entrega do

fator até o local da injuria (77,98).
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Figura 5. Estrutura da molécula do FVIII. O FVIII plasmatico € um heterodimero
composto de uma cadeia pesada (Al, A2 e B) e uma cadeia leve (A3, C1 e C2). A figura
aponta o0s principais pontos de imunogenicidade observados na producdo de
autoanticorpos e aloanticorpos. Os autoanticorpos se ligam aos dominios C2 > A2 > A3.
Os locais de interacdo com fatores de coagulagéo X e 1Xa também estdo ilustrados, bem
como os sitios de interagdo com o FVW (Fator de von Willebrand) e com fosfolipideos
(6,97,99).

O ensaio de Bethesda identifica apenas inibidores que fazem impedimento
estérico como mecanismo de neutralizagdo. Estudos especulam que anticorpos
que se ligam em dominios ndo funcionais que nao sdo relevantes para a atividade
do FVIII (como os dominios B, Al e C1, por exemplo) podem induzir uma reducéo
na estabilidade da molécula do FVIIl, ou estarem envolvidos na formacdo de
imunocomplexos, apresentando uma pequena importancia clinica. Dessa forma,
esses anticorpos sao capazes de neutralizar totalmente ou parcialmente a ativacao
ou a funcéo do fator de coagulacdo, e podem impactar em maior velocidade do
clearence plasmatico do FVIII (6,100,101).

Os inibidores séo caracterizados pelo seu comportamento cinético em
inibidores do tipo | ou inibidores do tipo II. Inibidores do tipo | ocorrem com maior
frequéncia no desenvolvimento de aloanticorpos e se caracterizam por uma cinética

de inativacao linear que resulta na inibicdo completa da atividade do FVIII em altas
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concentracfes plasmaticas. Os inibidores do tipo Il sdo mais comuns no
desenvolvimento de autoanticorpos, e sao caracterizados por serem incapazes de
inativar o FVIII:C completamente, mesmo em concentra¢cdes maximas de anticorpo,
resultando em uma grandeza nédo linear de atividade residual do FVIII x
concentracdo de inibidor (6). Portanto, esse aspecto deve ser levado em
consideracdo ao realizar o ensaio de Bethesda para confirmar a presenca de
inibidor.

Dentre os fatores que sdo estudados como responsaveis pela manifestacédo
da autoimunidade e producao de autoanticorpos na HAA, esta a presenca de um
contexto inflamatério, e algumas caracteristicas genéticas. Um estudo demonstrou
que pacientes com alelos DRB*16 e DQB1*0502 no HLA-Il, e CTLA-4 + 49 G
apresentam prevaléncia maior em pacientes com autoanticorpos (6,99).

A maior compreensao sobre a resposta imunolégica do FVIII esta associada
predominantemente em estudos com HA. Tais estudos descrevem que a resposta
imune contra o FVIII se inicia ap6s a internalizacdo da proteina por uma célula APC.
A interacdo do MHC-II contendo peptideos FVIlI-especificos com o TCR cognato
induz a expansao de linfécitos T que secretam citocinas capazes de aumentar a
afinidade e maturacdo do linfécito B, além de permitir a troca de classe de
imunoglobulinas e diferenciacdo do linfécito B em um plasmécito secretor de
anticorpos especificos para o FVIII (102). Portanto, o que se sabe € que a producdo
de anticorpos especificos pelas células B ocorre primordialmente de forma
dependente das células Th (79,95).

As células do sistema imunoldgico trabalham de forma coordenada e
sinérgica e a atividade dos linfécitos B é altamente dependente da ativagcédo e
secrec¢dao de citocinas pelos linfocitos T efetores (T helper), incluindo as células Thi,
Th2 e células Tfh (103). A interacdo entre células T e B ndo apenas iniciam a
diferenciacédo e expanséao de linfocitos B, como também ativam a troca de classe
de imunoglobulinas, alterando a afinidade e maturacéo dos anticorpos (17). Dados
sugerem que a producédo de anticorpos IgG1 pode ocorrer pelo estimulo das células
Thl, enquanto a producéo dos anticorpos IgG4 € 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 sédo predominantemente da classe 1gG (o que € semelhante com
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a HA), e as subclasses sao principalmente 1gG4 (média de 95%) e IgG1 (média de
90%) (9,17,101,104).

Nem todas as respostas imunoldgicas sdo patogénicas, e estudos
demonstram que mais de 15% de individuos saudaveis podem apresentar a
producdo de anticorpos nao inibitérios sem nenhuma repercussao clinica (62). A
producdo e erradicacdo desses anticorpos faz parte de mecanismos de
manutencdo da homeostase imunoldgica. Nessas situacfes, 0s autoanticorpos
anti-FVIII sdo neutralizados por anticorpos capazes de reagir com a regido variavel
de outros anticorpos (anticorpos idiopaticos), controlando seu potencial inibidor.
Embora a funcéo bioldgica desses anticorpos nao tenha sido elucidada, estudos
comparativos demonstram que os isotipos e subclasse das Igs é diferente da
populacdo saudavel e com HA, e nenhum individuo saudavel produz IgG4, a
principal Ig presente na HAA e na HA (17).

2. OBJETIVOS

Avaliar os mecanismos imunologicos envolvidos na HAA, com foco na
resposta imune celular no desenvolvimento de inibidor ao FVIII e em relacédo a

resposta imunossupressora, em uma coorte seguida longitudinalmente.

2.10bjetivos especificos

a) Avaliar a resposta imune celular como elementos fisiopatolégicos para a
HAA.

b) Avaliar a participacdo 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 participacéo de células B (CD19*) e B10 (CD19* CD24* CD38*) na
fisiopatologia da HAA, incluindo a expressdo da BAFF (B cell activating

factor) e APRIL (a proliferation inducing ligand).
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d) Avaliar a correlacdo 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 padrdo de resposta imune celular € fator progndstico para o

desenvolvimento da HAA.

3. CASUISTICA

3.1 Desenho do estudo e selecdo dos pacientes

Esse € 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 avaliagbes de acordo
como descrito e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Unicamp (CAAE 56612316.3.0000.5404). Além disso, antes
de serem incluidos no estudo, assinaram Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Os pacientes diagnosticados com HAA sdo acompanhados por tempo
indeterminado, e sua frequéncia de retorno ao servico de hemoterapia depende da
evolugdo clinica e gravidade dos sintomas (retornando inclusive apés remissao
completa para acompanhamento). O momento do diagnostico, denominado de
baseline, antecede o inicio de qualquer intervencado farmacoldgica e € importante
para compreender melhor os fatores associados com a fisiopatologia da doenca.
As amostras para avaliacOes laboratoriais foram coletadas em diferentes tempos,

sendo o baseline considerado como inicio para as avalia¢oes.

3.2Defini¢des dos desfechos

Para definicdo dos desfechos dos nossos pacientes, utilizamos os critérios

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

Diagndstico
*Titulo de inibidor > 0,6 UB/mL e atividade do FVIII < 50 Ul/dL

—  Remissao Parcial (RP)

*Titulo de inibidor < 0,6 UB/mL e atividade do FVIII <50 Ul/dL, ou

+Titulo de inibidor > 0,6 UB/mL e atividade do FVIII >50 Ul/dL, ou

*Necessidade de imunossupressor para manutencdo dos pardmetros da resposta
completa

Remissdo completa (RC)

*Titulo de inibidor < 0,6 UB/mL e atividade do FVIII > 50 Ul/dL, apés suspenséao de
tratamento imunossupressor.

—— Falha da resposta

*N&o ter atingido os critérios de reposta apés 12 meses de tratamento
imunossupressor

Recaida

* Apresentar inibidor > 0,6 UB/mL e atividade do FVIII < 50 Ul/dL ap0és ter atingido
remissdo completa.

4. METODOLOGIA

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

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram separadas
por gradiente de concentracao, 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 avaliacdo da atividade do FVIII e quantificag&o de inibidor anti-
FVIII, até 60 mL poderiam ser coletados, de acordo com o quadro clinico do
paciente).

O sangue periférico foi coletado de todos os pacientes com HAA em
diferentes momentos do acompanhamento clinico: quando os pacientes foram
diagnosticados, prévio ao inicio da imunossupressao (baseline), durante o

acompanhamento, quando o0s pacientes estavam realizando o tratamento
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imunossupressor, quando o paciente atingiu remissdao completa e na ocorréncia de
recidiva.

As PBMCs foram separadas com em média 5 x10° células por aliquota, que
foram mantidas congeladas em nitrogénio liquido até a realizacao das culturas.

4.2Cultura de linfocitos e citometria de fluxo

As PBMCs foram descongeladas e cultivadas em uma placa de 48 pocos,
em meio RMPI-1640 suplementado com soro fetal bovino (10%), numa
concentracdo de 7,5x10° células/pogo. Apés 24h do plaqueamento, as células
foram estimuladas em trés diferentes grupos, incluindo o grupo de células sem
estimulo, estimulo de 1 IU/poco do concentrado de rFVIII (Advate®, Takeda), e o
grupo com acetato de miristato de forbol (PMA) (1uM) com ionomicina (1uM). Apds
18h de estimulo, utilizamos brefeldina para interromper o transito intracelular de
citocinas, e melhorar a qualidade da nossa avaliacdo. Ao completar 24h, as células
foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSCalibur™,

Para determinar o perfil de producdo 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-p (Fator de crescimento transformador ), IFN-y (interferon
gama) e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) (produzidas por células Thl). A
presenca das células TCD4* CD25* e FoxP3* representa as células Tregs.

Além disso, para determinar a expressdo 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
dominio SH2).

4.3Dosagem de BAFF e APRIL

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

de pacientes com HAA, seguindo 0s mesmos critérios para a coleta das amostras
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para a realizacdo da quantificacdo 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 quantificacdo de FVIII e
inibidor. Apos coleta, o plasma foi separado em centrifugacdo de 250 g por 10
minutos. As amostras foram utilizadas para quantificagdo do inibidor, TTPa e
algumas aliquotas foram congeladas a -80°C, até os ensaios serem realizados.

4.4 Andlises estatisticas

Foram realizadas andlises descritivas das variaveis nominais, utilizando
frequéncias absolutas e relativas e mediana e valores minimos e maximos ou
intervalo interquartil (IQR) para variaveis continuas assimétricas.

A comparacéao entre os grupos foi realizada por meio do teste t de student e
Mann-Whitney para variaveis numéricas e teste exato de Fisher para variaveis
categoricas. A correlacdo entre as variaveis numéricas com distribuicdo ndo normal
foi avaliada com o coeficiente de correlagdo de Spearman (105). O nivel de
significancia adotado para o estudo foi de 5%. Todas as analises foram realizadas
pelo GraphPad Prism 8.4 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5. RESULTADOS

5.1. Aspectos clinicos e epidemioldgicos

Esse estudo incluiu 23 pacientes que foram diagnosticados com HAA no
Hemocentro Unicamp entre dos anos de 2014 até dezembro de 2022. As
informacgdes demograficas podem ser observadas na tabela 3.

Em nossa coorte, 73,9% (N=17) alcancaram remisséo completa, sendo que
14 pacientes alcangcaram remissédo completa sustentada e 3 pacientes recidivaram

pelo menos uma vez apoés atingirem remissdo. Além disso, 8,7% (N=2) dos
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pacientes foram considerados como falha ao regime de imunossupressao de
primeira linha, pois ndo apresentaram resposta ao tratamento até 12 meses depois
de terem iniciado 0 uso da medicacao. Quatro pacientes (17,4%) foram censurados
do estudo longitudinal, devido dados insuficientes para as analises subsequentes

ao diagnastico.

Tabela 3. Caracteristicas demogréficas e clinicas ao diagndstico

Caracteristica Coorte (n=23)
Idade (anos), mediana (min. — max.) 61 (3-79)
Sexo, n (%)
Feminino 15 (65,2)
Masculino 8 (34,8)
Mediana de tempo, em dias (IQR)
Primeiro sintoma até o diagnéstico 49 (26-110)
Tempo até atingir remissao parcial 140 (82-279)
Remissao até a recaida 846 (61-923)
Tempo de seguimento 241 (193,7-365,5)
Doenca de base, n (%)
Idiopatico 10 (43,4)
Autoimunidade” 6 (26,1)
Infeccéao viral 3(13,1)
Malignidade 3(13,1)
Gravidez 1(4,3)
Atividade do FVIII, Ul/dL — mediana (min. — max.) 0,2 (0-18,8)
Titulo de inibidor, UB/mL — mediana (min. — méax.) 117,6 (1,46 — 4138,5)

* Uma paciente diagnosticada com imunodeficiéncia combinada grave (SCID) manifestou
autoimunidade. IQR, intervalo interquartil; Ul/dL, unidades internacionais por decilitro;
UB/mL, unidades de Bethesda por mililitro.

A mediana de tempo entre o inicio dos sintomas e o diagnostico foi de 49
dias (IQR 26 e 110 dias) e a mediana para iniciar o tratamento ap6s o diagnostico
foi de 4 dias (IQR 1 e 13 dias). Ao diagndstico, a mediana do titulo inibidor foi de
117,6 UB/mL (min.1,46 e max. 4138,5 UB/mL) e a mediana da atividade do FVIII
foi de 0,2 Ul/dL (min. O e max. 18,8 Ul/dL).

A terapia imunossupressora de primeira escolha baseou-se na associagao
de prednisona (1mg/kg) e ciclofosfamida (até 100mg/dia), e foi prescrita para 18
pacientes (78%). Trés pacientes (13%) fizeram monoterapia com prednisona e um

(4,5%) utilizou apenas ciclofosfamida. Aqueles que ndo 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). Trés pacientes
tratados com terapia combinada de prednisona e ciclofosfamida e um paciente

tratado apenas com prednisona evoluiram com recaida.

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 néo entrou no regime de IS para HAA devido quadro de endocardite durante
internacdo 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/m? intravenoso [IV] / dia [D], vincristina:1,4mg/m? IV D1 [maxima
2mg]; prednisona: 40mg/m? VO D1-D5).

Na tabela 5 é possivel observar os principais efeitos colaterais reportados,
gue se associam principalmente ao uso de corticosteroides, incluindo diabetes
mellitus/aumento da glicemia (17% dos pacientes), sindrome de Cushing (4,5%),
elevacdo da pressdo arterial (4,5%). Associado ao uso de ciclofosfamida foi
observado neutropenia e/ou linfopenia (9%) e anemia (4,5%). A imunossupressao
acarretou infeccdes em trés pacientes, incluindo candidiase oral, pneumonia,

infec¢@o no trato urinario e herpes zoster.
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Tabela 5. Principais efeitos colaterais reportados associados a imunossupressao

Efeitos colaterais ap6s imunossupresséo 23 (%)
Descompensacéao do diabetes mellitus / aumento da glicemia 4 (17)
Sindrome de Cushing associada a corticoide 1(4,5)
Infecgbes 3 (13)
Neutropenia ou linfopenia* 2 (9,0
Aumento de pressao arterial 1(4,5)
Anemia pela ciclofosfamida 1(4,5)
Astenia 1(4,5)

* Neutrofilos ou linfécitos < 1.500/mm3

Uma paciente do sexo feminino de 64 anos, (paciente 18) com HAA de
etiologia idiopatica, foi submetida ao tratamento imunossupressor com prednisona
associado a ciclofosfamida por mais de 12 meses. Os niveis de inibidores da
paciente ao diagndéstico eram de 273,28 UB/mL. Valores positivos de inibidor e
atividade de FVIII < 50% foram mantidos durante treze meses. Cinco meses apos
remissao parcial a paciente recaiu permanecendo com titulo de inibidor positivo por
30 meses. Apos esse periodo, foi submetida a seis ciclos de terapia combinada
com vincristina, ciclofosfamida e prednisona (CVP), apresentando erradicacéo do
inibidor e restauragdo dos niveis de FVIII circulante apdés o sexto ciclo,
permanecendo em remissao até a presente data.

Outro paciente do sexo masculino, 56 anos (paciente 23) foi diagnosticado
com HAA, desenvolvida secundariamente apés mieloma multiplo. O paciente nao
apresentou sangramentos espontaneos, mas recebeu transfusdo de
hemocomponentes devido concentracées de hemoglobina iguais a 6,6 g/dL. Ao ser
admitido no Hemocentro o paciente apresentava concentracdo de inibidor igual a
2,25 UB/mL e FVIII:C de 9,8Ul/dL, e ndo fez imunossupressao para tratar a HAA
pois apresentava endocardite bacteriana. Ao se recuperar da infec¢éo, o paciente
foi tratado para o mieloma com bortezomibe, o que contribui para erradicagao do
inibidor. Até o0 momento em que os dados estdo sendo divulgados nessa tese, 0
paciente segue com remissao completa sustentada.

As principais caracteristicas laboratoriais observadas ao diagnostico estédo

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 informacdes detalhadas estdo disponiveis, incluindo
os valores dos niveis de FVIII:C e inibidor, concentracdo de hemoglobina, contagem
de plaquetas e a dosagem de TTPa.



Tabela 6. Caracteristicas clinicas ao diagnostico e esquema terapéutico
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. . TI TI Seguimento Diagndstico Inibidor FVIIC  Hb Plt
D ldade Sexo Efiologia  jainna 2alinha (dias) (dias)  (UB/mL) (UdL) (g/dL) (mm3) @02
Remisséo completa sustentada
1 45 F Idiopético Pred+CTX - 2065 30 1,46 2,7 11,3 311 -
2 52 M  Idiopatico Pred+CTX - 1866 90 60,02 4 13,2 267 49,6
3 75 F Idiopético Pred+CTX - 2090 60 117,61 0 9,2 303 103,6
9 61 F Idiopético 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  Idiopatico Pred+CTX - 1703 180 18,8 27,7 145 257 41,1
13 61 F  Neoplasia Pred+CTX - 904 20 158,29 1,7 8,8 222 115
17 59 F Idiopatico CTX - 2650 45 7,68 11,2 144 316 38,4
19 40 F Gestacdo Pred+CTX - 2018 180 136,61 0 12,1 233 1064
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
Recaida
7 63 F Idiopatico 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 1321
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 Idiopatico Pred RTX 2494 90 20,57 0 13,4 248 97,7
18 64 F Idiopatico Pred+CTX VCP 2927 390 273,28 573 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 Idiopético 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 diagndstico até julho de 2022, ou censura/ébito; “Paciente portador de mieloma mdltiplo com desenvolvimento
de HAA secundaria ap6s transplante de medula 6ssea; “"Paciente portador de mieloma multiplo sem imunossupresséo direta para HAA devido
guadro clinico (recebeu tratamento para a doenga de base, que resultou na erradicacao sustentada do inibidor). ID, identificacdo do paciente;
FVIII:C, atividade do FVIII; g, imunoglobulina; F, feminino; M, masculino; Hb, hemoblogina; Tl, tratamento imunossupressor; Plt, plaguetas;
TTPa, tempo de protrombina parcial ativado; Pred, prednisona; CTX, ciclofosfamida; RTX, rituximabe; VCP, vincristina + ciclofosfamida +

prednisona; ND, ndo determinado.
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5.1.1. Acompanhamento longitudinal de um paciente com véarias
recaidas durante o tratamento (paciente 8)

Um paciente com HAA secundaria a autoimunidade (glomerulonefrite
membranosa) foi tratado com terapia combinada de primeira linha (prednisona e
ciclofosfamida), apresentando duas recidivas depois de atingir remissdo. Os niveis
de FVIII:C e o titulo do inibidor foram avaliados em todo o seguimento clinico. A
frequéncia de citocinas foi analisada em momentos especificos (mediante a
disponibilidade de PBMC) (Figura 6). A persisténcia do inibidor apés o protocolo de
primeira linha, e as duas recidivas subsequentes foram manejadas com rituximabe,
onde o paciente atingiu remissao sustentada por longos periodos antes de recair.

A analise individual da producéo de citocinas em células CD4* sob estimulo
do rFVIIl, demonstra uma flutuacdo de suas frequéncias que ndo parece estar
associada com os titulos de inibidores anti-FVIIlI (Figura 7A). Analisando
individualmente, a producéo de BAFF e APRIL por células CD19* (Figura 7B) apos
estimulo com rFVIII (1 Ul/poco, durante 24h) também ndo apresentam alteracdes
gue variem conforme a producao de inibidor, e para facilitar a interpretacdo dessa

andlise, mais pontos precisariam ser incluidos durante o seguimento longitudinal.

Titulo de inibidor anti-FVIIl e atividade residual do FVIII e Fvill

® Inibidor
600 - 300
. ' v

400+ | 200

200
~100

O:IIAL op 8peplAny

L

N,

=\ i M A " e (7 .5 Sl S N | ha ™ I

5 67 911 15 22 31 36 42 4546 49 52 67 68 75

Titulo de inibidores anti-FVIIl (UB/mL)

oe
oo

- g
N 4
w4
s

Meses de seguimento

Figura 6. Acompanhamento longitudinal dos niveis de FVIII:C e atividade do inibidor
anti-FVIIl do paciente 8. O grafico representa o acompanhamento longitudinal pelo
periodo de 75 meses (2015-2022). Niveis de FVIII:C e titulo de inibidor anti-FVIII durante
0 seguimento. Titulo de inibidor < 0,6 UB/mL séo considerados negativos. As setas azuis
indicam o momento do seguimento em que foi realizado o tratamento com rituximabe.
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A Titulo de inibidor anti-FVIIl e expressio de citocinas em células CD4*
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Figura 7. Acompanhamento longitudinal da producgéo de citocinas em células CD4*
e CD19* do paciente 8. Os graficos apresentam o acompanhamento longitudinal pelo
periodo de 88 meses (2015-2022). As células foram estimuladas por 24 horas com 1Ul de
rEVII antes das analises por citometria de fluxo. O grafico A demonstra a frequéncia de
citocinas produzidas por células CD4* durante o acompanhamento. As analises de
citometria foram realizadas preferencialmente ao baseline, na primeira e segunda recaida
e durante a imunossupressao. O gréafico B mostra a média de intensidade de fluorescéncia
(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 possuia 9 anos quando foi diagnosticada com quadro de HAA
de origem idiopatica. Os niveis de inibidores da paciente aumentaram
consideravelmente, mesmo quando ela estava sob uso de monoterapia de
corticosteroide (prednisona 1mg/kg), e ndo foi observado resposta apos
monoterapia de prednisona (6 meses de tratamento). Portanto, como terapia de
segunda linha, a paciente utilizou rituximabe (500mg/semana, durante 4 semanas),
permanecendo com niveis de inibidor positivo e niveis de FVIII inferiores a 50Ul/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 crianca que ndo manifestou sintomas clinicos, com niveis de
FVIII:C acima de 1% (Figura 8), e que demonstrava um declinio gradual dos titulos
de inibidor, optou-se por manter a paciente sob observacdo frequente e sem

intervencgédo farmacoldgica até a remissao.
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Figura 8. Acompanhamento longitudinal dos niveis de FVIII:C e atividade do inibidor
anti-FVIIl da paciente 16. O grafico representa 0 acompanhamento longitudinal pelo
periodo de 41 meses (2015-2019). Niveis de FVIII:C e titulo de inibidor anti-FVIII durante
0 seguimento. Titulo de inibidor < 0,6 UB/mL s&o considerados negativos. A seta azul indica
0 momento do seguimento em que foi realizado o tratamento com rituximabe.

Com relacdo a analise individual da producdo de citocinas, é possivel

observar que as frequéncias 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-y é

a Unica citocina que apresenta um pico de producdo um pouco antes da paciente
restaurar a funcdo do FVIII (54,6% Ul/dL).
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Figura 9. Acompanhamento longitudinal dos niveis de FVIII:C e atividade do inibidor
anti-FVIII da paciente 16. Os graficos apresentam o acompanhamento longitudinal pelo
periodo de 41 meses (2015-2019). As células foram estimuladas por 24 horas com 1UIl de
rEVIII antes das analises por citometria de fluxo. O paciente ndo possui informagées da
producdo de citocinas na remissdo. O grafico A demonstra a frequéncia de citocinas
produzidas por células CD4* durante 0 acompanhamento. As analises de citometria foram
realizadas preferencialmente ao baseline, na primeira e segunda recaida e durante a
imunossupressao. O grafico B mostra a média de intensidade de fluorescéncia (MFI) das
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citocinas produzidas por células CD19*. A seta azul indica 0 momento do seguimento em
gue foi realizado o tratamento com rituximabe.

5.2.Detalhnamento do perfil de citocinas observado durante o estudo

5.2.1. Resposta das células efetoras Th1l7 e Treg

Para compreender melhor o0s possiveis mecanismos fisiopatol6gicos
associados a resposta ao tratamento, os pacientes do estudo foram agrupados de
acordo com a resposta a terapia imunossupressora. Portanto, além de serem
analisados todos os pacientes durante o baseline, os pacientes foram divididos em
dois grupos: pacientes que alcangcaram uma remissao completa sustentada (RC
sustentada) e pacientes que falharam ou recairam ao tratamento.

A frequéncia de IL-17a é considerada uma assinatura da resposta imune
mediada por células Thl7. Observamos que a IL-17a encontra-se
significativamente elevada em pacientes com HAA ao diagnostico (baseline)
independente da resposta ao tratamento imunossupressor. Foi possivel observar
que os niveis intracelulares de IL-17a em linfécitos T CD4* cultivados com ou sem
FVIII estavam elevados ao baseline tanto no grupo de pacientes com RC
sustentada (P = 0,01), quanto com recaida ou falha (P < 0,0001) ao serem
comparados com individuos saudaveis (figura 10). Além disso, ndo se observou
diferenca significativa na frequéncia de IL-17a das células submetidas a estimulo

com rFVIII.
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Figura 10. Expressédo de IL-17a em pacientes com hemofilia A adquirida. Os circulos
azuis expressam 0S grupos que nao receberam nenhum estimulo 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 produgéo de TGF-f em PBMCs (CD4") de pacientes com HAA
(figura 11), ndo foi possivel observar diferencas entre a presenca ou auséncia de
estimulo com rFVIIl. Contudo, foi possivel visualizar elevagdo nos niveis
intracelulares dessa citocina ao baseline de todos os grupos analisados, tanto nos
pacientes com RC sustentada (P = 0,001), quanto nos que recairam ou falharam
ao tratamento (P < 0,0001). No momento da remisséo do grupo de RC sustentada,
a expressdo de TGF-B é reduzida significativamente quando comparada com o
baseline (P = 0,05). Portanto, a frequéncia de TGF-3 encontra-se significativamente
elevada em pacientes com HAA ao diagndstico (baseline), independente da

resposta ao tratamento imunossupressor.
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Figura 11. Expressédo de TGF-B em pacientes com hemofilia A adquirida. Os circulos
azuis expressam 0s grupos que nao receberam nenhum estimulo 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 producdo de células Tregs (linfocitos com fenotipo TCD4* CD25* e
FoxP3*) ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos de pacientes e
individuos saudaveis (figura 12). Em conjunto, esses dados sugerem que no
contexto da HAA a citocina TFG- atue predominantemente na diferenciacéo e
producdo de linfocitos Thl7. Além disso, esses resultados apontam para uma
atividade de linfocitos Th17 desde o principio da manifestacdo da doenca, sendo
sugestivo para a participacdo dessa subpopulacao de linfécitos logo no inicio do

desenvolvimento da autoimunidade contra o FVIII.
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Figura 12. Expresséo de Células T CD4+ CD25+ FoxP3+ (Tregs) em pacientes com
hemofilia A adquirida. Os circulos azuis expressam 0S grupos que nao receberam
nenhum estimulo 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 producéo de células Tth é a IL-21. E
muito importante enfatizar que a IL-21 também € produzida por células Thl7, e
como nosso desenho de estudo ndo nos possibilitou observar a expressao de
fatores de transcricdo nessas células, nao foi possivel distinguir com maior certeza
qgual é a fonte exata dessa citocina.

A frequéncia de células TCD4*IL-21* foi analisada apés cultura do PBMC, e
0s niveis da citocina se apresentaram elevados ao baseline de todos os grupos de
pacientes, quando comparado com individuos saudaveis (Figura 13), incluindo
agueles que alcancaram remissdo completa sustentada (P=0,02) e os pacientes
que recairam ou falharam ao tratamento (P=0,01). Mostrando que a producéo de
IL-21 é significativamente elevada em pacientes com HAA ao diagndéstico

(baseline), independente da resposta ao tratamento imunossupressor.
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Figura 13. Expresséo de IL-21 em pacientes com hemofilia A adquirida. Os circulos
azuis expressam 0s grupos que nao receberam nenhum estimulo 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 possivel detectar um
aumento significativo da frequéncia de IL-4 (P = 0,05). Entretanto, quando 0s
grupos de desfecho s&o avaliados individualmente, apenas 0s pacientes que
recairam ou falharam a terapia imunossupressora apresentam diferenca quando
comparado com culturas de individuos saudaveis (P = 0,05). Pacientes que
alcancaram remissdo completa sustentada ndo apresentam diferenca na producéo
de IL-4, como pode ser observado na figura 14. Esses dados nos mostram que a
frequéncia de IL-4 € maior apenas ao baseline dos pacientes que recairam ou

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

5.2.3. Resposta das células efetoras Thl

As principais citocinas produzidas por células Thl sdo o IFN-y e o TNF-a.
Nesse trabalho, os niveis intracelulares de IFN-y apresentaram-se aumentados em
células CD4* apenas no grupo de pacientes que falhou ou recaiu ao tratamento

imunossupressor (figura 15), em relacédo aos individuos controle (P = 0,001).

Curiosamente, bem como a producao de IFN-y, os niveis de TNF-a foram
observados aumentados apenas ao baseline das células o grupo que recaiu ou

falhou ao uso de corticosteroides associados a ciclofosfamida (P = 0,05) (figura 16).
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Figura 15. Expressao de IFN-y em pacientes com hemofilia A adquirida. Os circulos
azuis expressam 0s grupos que nao receberam nenhum estimulo durante a cultura, e os
losangos vermelhos representam os grupos de células estimuladas com rFVIIlI por 24
horas. *P = 0,05; ***P = 0,001; ****P < 0,0001. Teste de Mann-Whitney.
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Figura 16. Expressdo de TNF-a em pacientes com hemofilia A adquirida. Os circulos
azuis expressam 0s grupos que nao receberam nenhum estimulo durante a cultura, e os
losangos vermelhos representam os grupos de células estimuladas com rFVIIlI 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 producdo IFN-y e TNF-a esta
elevada apenas em pacientes que recairam ou falharam ao tratamento

imunossupressor.

5.2.4. Resposta dos linfoécitos B CD19*

Inicialmente, buscamos entender se existiria alguma diferenca entre a
producdo de células B regulatorias entre os pacientes em comparacdo aos
individuos saudaveis. Para isso, quantificamos a expresséo da IL-10 em linfdcitos
B reguladores (subpopulacdo CD19* CD24* CD38") e comparamos individuos
saudaveis com pacientes com HAA, onde nao foi observada nenhuma diferenca
significativa entre os grupos avaliados.

Portanto, partimos para o pressuposto de que outro mecanismo de inducéo
da autorreatividade de linfécitos B, relacionado com a quebra da tolerancia
imunologica poderia estar comprometido em nosso modelo de estudo e
investigamos a frequéncia de duas citocinas da superfamilia do TNF (TNFSF), a
BAFF e a APRIL. Essas citocinas estdo associadas a autorreatividade de células B
em diferentes modelos de doencas autoimunes.

Foi observado um aumento na producdo de BAFF em células B CD19* de
PBMC cultivado por 24h (Figura 17A) ao comparar com PBMC de individuos
saudaveis (P = 0,05). As culturas de células dos pacientes que falharam ou
recairam pelo menos uma vez a terapia imunossupressora, apresentam ao
diagnéstico (baseline), niveis de BAFF ainda maiores do que os pacientes que
alcancaram RC sustentada (P = 0,05). Além disso, procuramos detectar os niveis
séricos de BAFF no plasma de pacientes com HAA ao diagnéstico. Nesse caso, as
concentracfes de BAFF também se mostraram estatisticamente maiores que 0s
controles saudaveis (P = 0,004) (Figura 17B).

Procurando por outras proteinas que poderiam estar envolvidas com a
autorreatividade do BCR, quantificamos a expresséo da fosfatase SHIP-1. N&o foi
possivel observar altera¢des significativas nos niveis de SHIP-1 entre os grupos de

pacientes e individuos saudaveis.
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Figura 17. Expressdo de BAFF em pacientes com com hemofilia A adquirida. A)
Expressao intracelular de BAFF. Os circulos azuis expressam 0S grupos que nhao
receberam nenhum estimulo durante a cultura, e os losangos vermelhos representam os
grupos de células estimuladas com rFVIII por 24 horas. B) Niveis séricos de BAFF em
pacientes com hemofilia A adquirida e individuos saudaveis (controles). *P = 0,05; **P =
0,001; ****P < 0,0001. Teste de Mann-Whitney.

Ao avaliarmos a expresséao intracelular de APRIL por citometria de fluxo,
observamos que sua frequéncia também se encontra aumentada ao baseline das
células dos pacientes com HAA (figura 18A), entretanto ndo observamos diferencas
significativas nos niveis de APRIL ao comparar os grupos de pacientes que
alcancaram RC sustentada com os pacientes que falharam ou recairam ao
tratamento. Além disso, investigamos os niveis circulantes de APRIL no plasma de
pacientes em diferentes momentos, incluindo ao baseline, durante o tratamento e
na remissdo. N&o foi possivel encontrar alteragbes significativas nos niveis

circulantes de APRIL ao comparamos com controles saudaveis (Figura 18B).
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Figura 18. Expressdo de APRIL em pacientes com com hemofilia A adquirida. A)
Expressao intracelular de APRIL. As PBMCs foram cultivadas com meio RPMI por 24
horas, e a expressdo de APRIL em linfécitos CD19* foi analisada em citbmetro
FACSCalibur de quatro canais. Os circulos azuis expressam 0s grupos que nao receberam
nenhum estimulo durante a cultura, e os losangos vermelhos representam os grupos de
células estimuladas com rFVIII por 24 horas. B) Niveis séricos de APRIL em pacientes com
hemofilia A adquirida e individuos saudaveis (controles). *P = 0,05; ***P = 0,001; ****P <
0,0001. Teste de Mann-Whitney.

5.2.5. Andlise da producdao de citocinas de acordo com a etiologia

As figuras 19 e 20 representam as analises realizadas de acordo com o0s
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 remissao. Por se
tratar de uma casuistica pequena, embora analises de subgrupos tenham sido
realizadas, os resultados ndo possibilitaram interpretar se o perfil de citocinas
avaliado durante o estudo poderia ter uma dependéncia direta da doenca de base
(como a autoimunidade desencadeada primariamente devido outras patologias,
como infeccéo viral, malignidade, etc.).

Ao comparar a expressao do controle com as citocinas IL-17a, TGF-3, BAFF
e APRIL, foi possivel observar diferenca significativa entre os pacientes idiopaticos,
e 0s pacientes que desenvolveram HAA devido outra autoimunidade. O que sugere

que a elevacdo dessas citocinas ndo é caracteristica especificamente de uma

doenca subjacente, mas sim que esta associada com a fisiopatologia da doenca.
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Entretanto, por ndo ser possivel observar diferencas entre os subgrupos, nao
conseguimos identificar um fator preditor ou um possivel biomarcador que esteja
associado com a etiologia subjacente da HAA.

Devido a pequena casuistica, ndo foi possivel realizar outras analises de
subgrupo (como grupos de idade, por exemplo), ja que o numero de individuos que

participaram desse estudo é limitado.
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Figura 19. Analise da producéo de citocinas em pacientes com HAA de acordo com
a etiologia da doenca (IL-17a, TGF-B, IFN-y e TNF-a). Os pacientes foram agrupados de
acordo com a etiologia subjacente da doenca. Grupos de puerpério, imunodeficiéncia
adquirida severa combinada e infeccgéo viral ndo foram representados devido N insuficiente
para as analises estatisticas. Alguns grupos (como a remissao dos pacientes secundarios
a doenca autoimune) ndo foram avaliados estatisticamente, também devido ao ndimero
insuficiente de amostras para as andlises estatisticas. *P = 0,05; ***P = 0,001. Teste de
Mann-Whitney.
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Figura 20. Analise da producéo de citocinas em pacientes com HAA de acordo com
a etiologia da doenca (IL-4, IL-21, BAFF e APRIL). Os pacientes foram agrupados de
acordo com a etiologia subjacente da doenca. Grupos de puerpério, imunodeficiéncia
adquirida severa combinada e infeccgéo viral ndo foram representados devido N insuficiente
para as analises estatisticas. Alguns grupos (como a remissao dos pacientes secundarios
a doenca autoimune) ndo foram avaliados estatisticamente, também devido ao numero
insuficiente de amostras para as analises estatisticas. *P = 0,05; ***P = 0,001. Teste de
Mann-Whitney.

5.2.6. Analises de correlacéo entre imunoglobulinas e perfil das citocinas

A producdo de imunoglobulinas anti-FVIIl (quantificada anteriormente por
nosso grupo) foi correlacionada com o perfil das citocinas.

Primeiramente, foi realizada analise de correlacédo entre as imunoglobulinas
e citocinas de todos os pacientes, independentemente do desfecho observado apds
o tratamento. Como pode ser observado na figura 21, foi possivel observar uma
correlagdo moderada entre a producao de IgA anti-FVIIl com IL-17a, (r = 0,52; P =
0,02) e TGF-B (r = 0,57; P = 0,02), e uma correlagdo moderada entre a producéo
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. Correlacdo entre os titulos de anticorpos de imunoglobulinas anti-FVIIl e
citocinas de todos os pacientes com HAA. Para essas analises, foram utilizadas as
informacfes do baseline de todos os pacientes, independente do desfecho. Matriz de
correlacdo representativa das andlises 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 andlise de correlagdo entre a producdo de
imunoglobulinas anti-FVIII e a frequéncia de citocinas no grupo de pacientes que
recaiu ou falhou ao tratamento imunossupressor durante o baseline, onde foi
possivel observar uma correlacéo forte entre a producéo de IgG4 e IL-4 (r = 0,96;
P =0,0001) e IL-21 (r = 0,964; P = 0,0001), sugerindo que no cenario da HAA, o
aumento na producéo de IL-4 esteja ocorrendo de forma dependente da expressao
de IL-21. De forma exploratoria, no grupo de pacientes que recaiu ou falhou ao
tratamento imunossupressor (figura 22), observamos que a producéo de IgG4-anti
FVIII acompanha o aumento da expresséo das principais citocinas que a literatura
associa com a producéao de IgG4, conforme anteriormente discutidas anteriormente
nesse trabalho (IL-4 e IL-21). Isso sugere, que a persisténcia dos autoanticorpos

nesses pacientes poderia ser mediada pelo aumento dessa via de sinalizagao.
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Figura 22. Correlagéo entre os titulos de imunoglobulinas anti-FVIII e citocinas de
pacientes com HAA que recairam ou falharam ao tratamento imunossupressor. Para
essas analises, foram utilizadas as informacdes do baseline dos pacientes que recairam
ou falharam a terapia imunossupressora. Matriz de correlagéo representativa das analises
do grupo de pacientes que recaiu ou falhou ao tratamento imunossupressor. *P = 0,05; ***P
= 0,001; ****p < 0,0001.

6. DISCUSSAO

Esse estudo apresenta pela primeira vez uma analise longitudinal extensa
do perfil de citocinas e sua correlagédo com o desfecho e resposta ao tratamento de
pacientes com diagnostico de HAA, provenientes de um unico centro de referéncia
ao longo de oito anos de seguimento. Embora a andlise seja feita em um nimero
limitado de casos, os dados apresentados sdo importantes considerando a raridade
e gravidade da doenca.

Buscando analisar o comportamento imune celular na HAA, observamos a
producao das principais citocinas de assinatura dos diferentes perfis de linfécitos T.
A IL-17a é uma citocina produzida caracteristicamente pelas células Thl7 e
apresentou-se elevada ao diagndéstico dos pacientes, independente dos desfechos
e resposta ao tratamento imunossupressor. As células Thl7 sdo amplamente
descritas por estarem relacionadas com a manifestacdo de doencas autoimunes

(106). Além disso, as células Th17 também secretam outras citocinas e quimiocinas
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pré-inflamatérias, incluindo a IL-6 e IL-21. A literatura demonstra que o TGF-8 é
muito importante na diferenciacéo de dois grupos celulares, Th17 e Tregs, atuando
de maneiras antag6nicas de acordo com o estimulo recebido (61). Portanto, além
da IL-6 e IL-17a, a ativacdo e estabilizacdo eficiente das células Th17 dependera
da producdo de TGF-(, IL-21 e IL-23 (107,108). Nesse estudo, observamos um
aumento na frequéncia de TGF-B e IL-21 nos mesmos momentos que as IL-17a
estava elevada. A ativacdo dessas citocinas gera um looping de amplificacao de
sinal, o que permite o aumento da propagacéao da resposta inflamatdria e autoimune
(109).

Ao correlacionar a producdo de imunoglobulinas com a frequéncia das
citocinas analisadas ao diagndstico de todos os pacientes do estudo, embora
apenas dois pacientes apresentaram positividade para IgA, foi possivel observar
uma correlacdo moderada entre a producao de IgA e IL-17a (r =0,59; P =0,01) e
TGF-B (r=0,57; P =0,02), e maiores estudos podem ajudar a compreender melhor
uma possivel participacdo das células Th17 na producao de IgA em pacientes com
HAA. As células Th17 sdo capazes de promover a troca de classe para IgA em uma
resposta T-dependente. A producéo de IL-17, TGF-p e IL-6 ja foi associada com os
aumentos dos niveis de IgA na fisiopatologia de artropatias inflamatérias, como a
artrite reumatoide, onde foi observado que essas citocinas possam contribuir com
0 aumento do quadro inflamatério nas articulacdées (110). Além disso, um estudo
demonstrou que a presenca de IgA pode estar associada com um mau prognostico
em pacientes com HAA (104). Embora esse dado n&o tenha sido confirmado em
estudos de outros grupos (9), os dados observados em nosso estudo levantam a
hipotese de que células Th17 patogénicas possam estar envolvidas na inducdo da
producdo de IgA de alta afinidade, e mais estudos podem futuramente determinar
relacdo entre a ativacdo de células Th1l7 e o mau progndstico de pacientes com
HAA que produzem IgA.

Na avaliacdo da presenca de células Tregs nao foi possivel observar
nenhuma diferenca significativa entre os grupos de pacientes com HAA e individuos
saudaveis. Portanto, descartamos a acdo das Tregs na quebra da tolerancia
imunologica em nosso estudo, sugerindo outro modelo para autoimunidade.

Os linfécitos auxiliares foliculares (Tfh) sédo subtipos de linfécitos CD4* que

participam na regulacdo do desenvolvimento da imunidade humoral e essa
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populacao linfocitaria é caracterizada por facilitar a resposta das células B-
dependente de células T (111). Embora as células Tfh sejam inicialmente descritas
como essenciais na producdo de células de memodria, estudos mais atuais
associam a acao dessas células na proliferacdo e geracdo de células B
autorreativas, o0 que resulta na producdo de autoanticorpos (112). A interleucina
classica secretada pelas células Tfth € 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 Thl7 e é
uma citocina conhecida por auxiliar no processo de estabilizacdo e amplificacdo do
sinal que as células Thl7 emitem. Além disso, a IL-21 encontra-se fortemente
associada com a regulacao de producédo e secrecao de anticorpos pelas células B
(114,115).

Ao correlacionar a frequéncia de IL-21 com a IL-4 nos pacientes com HAA,
de acordo com seu desfecho clinico, observamos uma forte correlacdo com o grupo
de pacientes falharam ou recairam ao tratamento (r = 0,90; P = 0,0007; R? = 0,82)
e nenhuma associa¢do com o0s pacientes que evoluiram com RC sustentada. Isso
sugere que a IL-4 pode estar influenciando na persisténcia do inibidor.

Embora alguns estudos relacionados com a ocorréncia de inibidor e resposta
a inducédo de imunotolerancia (ITl) em pacientes e modelo animal para hemofilia A
congénita, 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
gue o desenvolvimento de aloanticorpos na HA depende criticamente da inducao
de células Tfh ativadas, uma vez que foi possivel notar elevada producéo de células
Tfh no baco de camundongos que desenvolveram inibidor ao FVIII (114). Além
disso, dados anteriores do nosso grupo demonstraram que a producao de IL-21
apresenta uma modulacdo diferenciada em pacientes com HA que falharam a
terapia imunossupressora. Um estudo de caso recentemente publicado também
propde a acao potencial da IL-21 em pacientes com HA que produzem anticorpos,
onde os autores sugerem que essa interleucina seja responsavel pela inibicdo das
células T regulatorias e indugéo da diferenciacédo das células T efetoras, e producao
de IgG4 (116).

Os elevados niveis 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 producéo de autoanticorpos ao FVIII. Outra associacdo importante
dos efeitos da IL-21 na producé&o 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 indugdo da producdo de subclasses
especificas 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
adicdo de IL-4 (115), e que a IL-4 na presenca de IL-21 esta associada como fator
de severidade em diferentes doencgas, como por exemplo, em caso de pacientes
com imunodeficiéncia severa combinada, devido producédo elevada de 1gG (117).

Embora a producdo 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 diferenciacdo e ativacdo de células Th2
(118,119). Interessante notar que em nosso estudo, embora a IL-21 estivesse
aumentada em todos os pacientes com HAA ao diagnadstico, a IL-4 foi alimentada
apenas no grupo de pacientes com falha ou recaida. Embora ndo tenha sido
possivel em nosso estudo descartar que as Tfh também contribuiram para a
producdo aumentada de IL-4, a observacao dessa citocina em relacdo ao desfecho
e ndo da IL-21, reforca a possibilidade que as células Th2 estejam mais
relacionadas com esse aumento.

As citocinas de assinatura das células (118,119) Thl compreendem o IFN-
Y, 0 TNF-a e a IL-2 (120). Para manutencdo da homeostasia, as células Thl
auxiliam na mediacdo da resposta imune durante a inflamacao, e participam nos
mecanismos de hipersensibilidade tardia (tipo 1V). O IFN-y é uma citocina muito
importante na fisiopatologia da autoimunidade de diferentes doengas como, por
exemplo, o LES, que de acordo com autores, encontra-se relacionado com a
capacidade que o IFN-y possui para mediar a autorreatividade de linfécitos B e
ocasionar a producdo de autoanticorpos encontrados na progressdo da doenca
(121).

Estudos em animais demonstraram que a sinalizacéo do IFN-y, incluindo a
ativacao de seu receptor (IFN-yR) e niveis elevados do fator de transcricdo STAT-
1, sdo essenciais para o desenvolvimento de centros germinativos espontaneos
que abrigam células B autorreativas, e levam a geracdo de autoanticorpos

patogénicos, promovendo a autoimunidade (122). Além disso, um estudo piloto
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realizado com PBMCs de trés pacientes com HAA sugere levemente que as
citocinas IFN-y e LTB (TNF-c) poderiam ser utilizadas como marcadores preditores
da resposta ao tratamento com glicocorticoides. Os autores do estudo chegaram a
essa concluséo, apos observarem a reducdo dos niveis de IFN-y e LTB em dois
pacientes que responderam a terapia imunossupressora, enquanto o paciente que
néo obteve resposta ao tratamento permaneceu com niveis elevados das citocinas
em questao (123).

O TNF-a é uma citocina da superfamilia do TNF (TNFSF), que além de estar
associada a diferentes processos de defesa contra invasores e a manutencao da
homeostasia, também se encontra envolvida na modulacdo de diferentes vias de
sinalizacao relacionadas a processos inflamatorios severos, incluindo a artrite
reumatoide (124,125). Receptores especificos do TNF podem induzir sinais de
sobrevivéncia que sdo capazes de manter diferentes tipos celulares ativados,
incluindo as células Tfh, que resultam na amplificacdo da ligacdo CD40-CD40L, e
podem induzir a ativacdo de células B autorreativas, levando a producdo de
autoanticorpos pela agéo da citocina fator de ativagcéo de células B (BAFF), que se
liga aos receptores TACI, BCMA e BAFF-R nos linfocitos B (125).

Curiosamente, tanto a producao de IFN-y quanto os niveis de TNF-a foram
observados aumentados apenas ao diagndstico do grupo que recaiu ou falhou ao
uso de imunossupressao. Esses dados nos sugerem que os linfécitos Thl possuem
um papel importante na modulacdo dos mecanismos fisiopatoldégicos que estao
relacionados com a resposta a terapia imunossupressora de pacientes com HAA e
com a persisténcia da producdo de autoanticorpos que observamos no grupo
recaida/falha.

A maioria das células B autorreativas sdo removidas do repertério de
desenvolvimento de linfécitos por processos de selecdo negativa, envolvendo
delecdo, edicdo de receptor ou inducdo de anergia (126). Portanto, dentre os
diferentes processos postulados para o desenvolvimento de doencgas autoimunes,
estd a quebra de mecanismos de tolerancia central e periférica, incluindo defeitos
nos processos de selecdo positiva e negativa, edicdo de receptores, falha nos
mecanismos de supressao (pelas células regulatérias) e a autorreatividade dos
linfécitos B, o que inclui modificagcdes na sinalizagdo do BCR e outros mediadores

solaveis, como citocinas especificas (127). Como n&o encontramos diferencas
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entre a producédo de células B regulatorias (IL10* CD19* CD24* CD38*) na nossa
populacao do estudo ao compararmos com individuos saudaveis, partimos para o
pressuposto de que outro mecanismo de indugéo da autorreatividade de linfécitos
B, relacionados com a quebra da tolerdncia imunolégica poderia estar
comprometido em nosso modelo de estudo.

Um dos mecanismos de autorreatividade de células B inclui a ativacéo
exacerbada do BCR, que pode acontecer tanto pelo maior estimulo entre CD40-
CD40L, quanto pelo aumento da expresséo de mediadores que aumentam 0s sinais
de sobrevivéncia nos linfocitos B, como por exemplo duas importantes citocinas da
TNFSF, a BAFF e a APRIL (75,128-130).

Essas citocinas sdo descritas como reguladoras da diferenciacdo de células
B na homeostase normal e em distlrbios autoimunes (126). A BAFF esta envolvida
na selecdo de células autorreativas em doencas como o LES e a Sindrome de
Sjogren (131). Além disso, o0 aumento nos niveis de BAFF também é associado
com a fisiopatologia da artrite reumatoide (132). De todo modo, é muito importante
que exista equilibrio entre a producdo dessas citocinas para uma resposta imune
eficiente. Um exemplo é dado pela eliminacao total da BAFF e APRIL em estudos,
onde ocorre a reducao das fungdes regulatorias e imunossupressoras, aumentando
0 quadro patoldgico na esclerose multipla (133).

Em nosso estudo observamos um aumento na producdo de BAFF em células
B CD19* em comparacao de células de individuos saudaveis. As culturas de células
dos pacientes que falharam ou recairam pelo menos uma vez a terapia
imunossupressora, apresentam ao diagndstico, niveis de BAFF ainda maiores do
que os pacientes que alcancaram remissdo completa sustentada. Além disso,
procuramos detectar os niveis circulantes de BAFF no plasma de pacientes com
HAA ao diagnostico. Nesse caso, as concentracdes de BAFF também se
mostraram estatisticamente maiores ao comparar com individuos saudaveis.

A literatura demostrou que a BAFF produzida por mondcitos pode ser ativada
pelo IFN-y em modelo animal, de modo independente da ativacao de linfocitos T, e
que o IFN-y na presenca de BAFF induz uma robusta ativacao de linfocitos B (134).
Outro estudo aponta que apoés a ativacdo do IFN-y via BAFF, ocorre uma super
ativacdo da BAFF em células mieloides, que formam um looping inflamatério em

modelo animal para LES. Nesse estudo, os autores sugerem que esse looping
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inflamatorio induza a liberacdo de IFN-y pelos linfécitos T, contribuindo para a
autoimunidade (135).

Embora esse modelo ndo nos permita determinar uma relacdo de causa-
efeito entre a producao de IFN-y e BAFF por meio da regressao linear, encontramos
de forma exploratéria uma fraca correlacdo entre a expressao de IFN-y e BAFF
(r = 0,366; P = 0,03). Acreditamos que com um numero amostral maior, essa
correlagdo possa ser evidenciada.

Outras citocinas, como a IL-2, IL-4, IFN-y e TNF-a, que encontramos
aumentadas, principalmente no grupo de pacientes que recairam ou falharam ao
tratamento, também foram reportadas com efeito de auxiliarem o aumento da
expressdo de BAFF em outros modelos de doenca. Gui e colaboradores (2016)
descreveram que essas citocinas aumentam a viabilidade celular em linfoma de
células B pela ativacdo da via de sinalizacdo Erk1/2 e S6K1, em modelo animal. Os
autores sugerem que essas citocinas podem alvos terapéuticos para auxiliar na
prevencao de doencas malignas induzidas por BAFF (136).

Até o momento, o entendimento sobre 0s processos que desencadeiam a
imunogenicidade na HAA ainda é restrito. No entanto, a literatura tem demonstrado
gue 0s mecanismos de autoimunidade podem ser semelhantes aos mecanismos
de aloimunidade anti-FVIIl, observados na HA (137). Portanto, algumas respostas
observadas sdo 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 recairam ou falharam ao
tratamento de ITI. O estudo em questdo, observou pacientes pediatricos com
hemofilia A que desenvolveram inibidores contra o FVIII exégeno e foi capaz de
correlacionar os niveis elevados de BAFF com a producédo de IFN-y e IL-2. Os
autores hipotetizaram que os niveis de BAFF possam estar elevados antes mesmo
gue os pacientes desenvolvam inibidor, e que a BAFF atue como um possivel
adjuvante do FVIII nos mecanismos de producéo de inibidor (138). Outro trabalho
publicado recentemente investigou 100 criancas com HA e demonstrou que
pacientes com polimorfismo no alelo BAFF rs9514828 apresentam risco maior para
desenvolvimento de inibidor, e sugerem que os niveis elevados de BAFF podem
ser utilizados como um marcador progndstico Util para o desenvolvimento de

inibidores em criancas com HA (139). Além disso, é importante notar que ha mais
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de dez anos ha medicamentos, como belimumabe, um anticorpo monoclonal anti-
BAFF, que tem sido usado com sucesso em doencas autoimunes como LES (140).
Portanto, é possivel que a HAA também possa se beneficiar no uso de drogas alvo
especificas, como belimumabe.

Apenas um estudo com HAA e BAFF foi encontrado na literatura, onde a
BAFF foi mensurada em dois pacientes e niveis elevados foram encontrados em
um paciente, enquanto no outro paciente os niveis de BAFF estavam normais. Os
autores do trabalho em questéo sugeriram que a BAFF poderia estar envolvida na
patogénese da HAA, se ndo em todos os pacientes, pelo menos em alguns (141).
Em nosso estudo, como a casuistica observada na analise do grupo recaida/falha
€ muito menor do que a casuistica do estudo todo, essas informagdes precisam ser
avaliadas com bastante cautela. De forma exploratdria, no grupo de pacientes que
recaiu ou falhou ao tratamento imunossupressor, observamos que a producao de
IgG4 anti-FVIIl acompanha 0 aumento da expressdo das principais citocinas que a
literatura associa com a producéo de IgG4 e que foram discutidas anteriormente
nesse trabalho (IL-4, IL-21), o que poderia indicar que a persisténcia dos
autoanticorpos nesses pacientes poderia ser mediada pelo aumento dessa via de
sinalizacao.

A principal limitacdo de nosso estudo esta relacionada com o numero
limitado de casos incluidos. Ademais, observamos uma variacdo demogréfica da
populacdo (que abrangeu pacientes de 3 até 79 anos) e a existéncia de
caracteristicas clinicas que podem ser potenciais confundidores para os dados
obtidos. No entanto, é importante ressaltar que se trata de uma doenca rara e nesse
caso, ndo apenas pudemos seguir 0s pacientes em um Unico centro, com certa
uniformidade de conduta e por um longo periodo, o que torna esse estudo Unico
em sua complexidade.

Além disso, nossos dados possuem a mesma qualidade que as publicacdes
disponiveis sobre o assunto, apresentando um panorama importante sobre a
evolucdo da HAA e pode ser de grande relevancia para compreensao da
fisiopatologia da doencga, contribuindo para a determinacao de possiveis preditores
de gravidade e resposta ao tratamento, além de auxiliar em possiveis alvos para

novas terapias.
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7. CONCLUSOES

Com esse estudo pudemos observar que 0s mecanismos imunoldgicos na
HAA s&o complexos e ainda necessitam de maior investigacao. A partir dos dados
coletados, foi possivel compreender que a resposta imune celular que leva ao
desenvolvimento de inibidor € coordenada pelo recrutamento de diferentes
subpopulacdes de linfécitos, e que as citocinas produzidas por esses linfécitos
possuem correlagdo entre a producdo de imunoglobulina anti-FVIII desses
pacientes.

De modo geral, pacientes com HAA apresentam uma correlacdo moderada
entre a expressao de IL-17A e IgA, que pode indicar a acdo de células Thl7
patogénicas na fisiopatologia da doenca. Por outro lado, pacientes que recairam ou
falharam ao tratamento imunossupressor apresentaram uma forte correlacao entre
a producao de IgG4 e as interleucinas IL-4 e IL-21, o que sugere o envolvimento de
células Tfh como possivel mecanismo de persisténcia do inibidor.

Ademais, nossos dados sugerem que pacientes que alcangaram remissao
completa sustentada e ndo recairam apoés o tratamento possuem prioritariamente,
uma ativacdo de células Tfh e Th1l7. Por outro lado, pacientes que recairam ou
falharam a terapia imunossupressora e apresentam persisténcia do inibidor, além
da ativacao de linfécitos Tfth e Th17, também apresentaram ativacédo de células do
tipo Thl. Além disso, o aumento significativo na producdo de BAFF, IL-4, TNF-a e
IFN-y apenas no grupo de recaida/falha sugere um papel de potenciais preditores

para a resposta a terapia imunossupressora na HAA.
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- Carolina Costa-Lima

- Gabriela Goes Yamaguti Hayakawa

- Jessica Oliveira Frade Guanaes

- Margareth Castro Ozelo

- Marina Pereira Colella

- Nivia Maria Foschi

- Samuel de Souza Medina

- Silmara Aparecida de Lima Montalvao
- Vanessa Boury Faiotto

Conforme assinalado na documentagdo que segue junto com a Emenda (arquivo
'Carta_encaminhamento_respostas_pendencias_11Fev2022.pdf', de 11/02/2022 16:59:18), a pesquisadora
'‘Barbara da Silva Ferraz' foi excluida da equipe de pesquisa original.

E, conforme assinalado na documentagdo que segue junto com a Emenda (arquivo
'Carta_encaminhamento_respostas_pendencias_11Fev2022.pdf', de 11/02/2022 16:59:18), a etapa
denominada 'Avaliagéo conjunta dos dados obtidos, repeticdo de andlises. Redagéo dos artigos cientificos.
Defesa de tese' teve sua data alterada para o periodo compreendido entre '01/03/2022' e '30/11/2022".

Consideragoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Para avaliagdo desta Emenda foi analisado o documento intitulado
'PB_INFORMACOES_BASICAS_1833227_E1.pdf', de 11/02/2022 17:00:54
Recomendagoées:

A Comisséao Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), do Conselho Nacional de Satde (CNS) orienta a
adocdo das diretrizes do Ministério da Saude (MS) decorrentes da pandemia causada pelo Coronavirus
SARS-CoV-2 (Covid-19), com o objetivo de minimizar os potenciais riscos a saude e a integridade dos
participantes de pesquisas e pesquisadores.

De acordo com carta circular da CONEP intitulada “ORIENTAGOES PARA CONDUGAO DE PESQUISAS E
ATIVIDADE DOS CEP DURANTE A PANDEMIA PROVOCADA PELO CORONAVIRUS SARS-COV-2
(COVID-19)” publicada em 09/05/2020, referente ao item Il. “Orientagdes para Pesquisadores”:

- Aconselha-se a adogdo de medidas para a prevencdo e gerenciamento de todas as atividades de
pesquisa, garantindo-se as ac¢des primordiais a saude, minimizando prejuizos e potenciais riscos, além de
prover cuidado e preservar a integridade e assisténcia dos participantes e da equipe de
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pesquisa.

- Em observancia as dificuldades operacionais decorrentes de todas as medidas impostas pela pandemia do
SARS-CoV-2 (COVID- 19), é necessario zelar pelo melhor interesse do participante da pesquisa, mantendo-
o informado sobre as modificagées do protocolo de pesquisa que possam afeta-lo, principalmente se houver
ajuste na conducdo do estudo, cronograma ou plano de trabalho.

- Caso sejam necessarios a suspensao, interrupgcdo ou o cancelamento da pesquisa, em decorréncia dos
riscos imprevisiveis aos participantes da pesquisa, por causas diretas ou indiretas, cabera aos
investigadores a submissdo de notificagdo para apreciagdo do Sistema CEP/Conep.

- Nos casos de ensaios clinicos, é permitida, excepcionalmente, a tramitagdo de emendas concomitantes a
implementacdo de modificagdes/alteragcdes no protocolo de pesquisa, visando a seguran¢a do participante
da pesquisa, assim como dos demais envolvidos no contexto da pesquisa, evitando-se, ainda, quando
aplicavel, a interrupcao no tratamento dos participantes da pesquisa. Eventualmente, na necessidade de
modificar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o pesquisador devera proceder com o

novo consentimento, o mais breve possivel.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Emenda Aprovada

Consideragoes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apoés andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano néo
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previsto ao participante ou quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica
oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de agdo imediata com
intuito de proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovagdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apdés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_183322| 11/02/2022 Aceito
do Projeto 7 _E1.pdf 17:00:54
Qutros Carta_encaminhamento_respostas_pen | 11/02/2022 |Vanessa Boury Aceito

dencias_11Fev2022.pdf 16:59:18 | Faiotto
Projeto Detalhado / |Projeto_HemofiliaA_adquirida_Fev2022.| 11/02/2022 |Vanessa Boury Aceito
Brochura docx 16:58:18 | Faiotto
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Investigador Projeto_HemofiliaA_adquirida_Fev2022.| 11/02/2022 |Vanessa Boury Aceito
docx 16:58:18 [ Faiotto

Qutros Carta_encaminhamento_emenda1_02F | 02/02/2022 |Margareth Castro Aceito
ev2022.pdf 15:31:12 | Ozelo

TCLE / Termos de | TCLE_Hemofilia_A_Adquirida_Doutorad| 02/02/2022 |Margareth Castro Aceito

Assentimento / o_V3_fevereiro2022.pdf 15:16:34 | Ozelo

Justificativa de

Auséncia

Outros POP_Lab_Ozelo_Biorrepositorio_2016_| 20/05/2016 |Margareth Castro Aceito
Hemofilia A adquirida.pdf 14:21:19 | Ozelo

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 16/05/2016 | Ana Paula Racanelli | Aceito

15:17:10

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
CAMPINAS, 14 de Fevereiro de 2022
Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))
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