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RESUMO

A hemofilia A é uma doenca hereditaria causada pela deficiéncia do fator VIl resultante de
heranca genética recessiva ligada ao cromossomo X. E transmitida quase que exclusivamente
a individuos do sexo masculino por mae portadora aparentemente normal. Esses pacientes
portadores de hemofilia A séo tratados com o fator VIII que se encontra deficiente. A infusdo
do fator VIII em caso de hemofilia A é eficaz contra o sangramento, porém em algumas
situacOes esse sangramento ndo cessa, suspeitando-se de ocorréncia de inibidor contra o fator
VIl exdgeno. Os inibidores de fator VIII em pacientes portadores de hemofilia A, séo
aloanticorpos principalmente da classe 1gG, subclasse 19G4, especificos para a molécula do
fator VIII da coagulacdo sanguinea. A freqiiéncia do desenvolvimento de anticorpos em
pessoas com hemofilia A grave ou moderadamente grave se encontra entre 20 e 30%. A
dosagem do inibidor é realizada por diversos métodos, sendo que o mais largamente utilizado
€ 0 metodo Bethesda. Ao se detectar o inibidor, normalmente se classifica em alta ou baixa
resposta, dependendo da forma como estimule o sistema imunoldgico de uma pessoa apés
repetidas exposicbes ao fator VIII. O tratamento das hemorragias em hemofilicos que
desenvolveram inibidor é um verdadeiro desafio para esses pacientes, pois cada um reage

diferentemente aos tratamentos e produtos disponiveis.
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INTRODUCAO

A hemofilia é uma doenca congénita hemorragica, que resulta numa deficiéncia no processo
de coagulacdo do sangue. Caracteriza-se pela auséncia ou acentuada caréncia de um dos 12
fatores de coagulacdo do sangue: como o fator VIII que designa a hemofilia A ou cléssica e
hemofilia B ou doenga de Christmas, correspondente a deficiéncia do fator IX.

As doencas hemorragicas relacionadas com a deficiéncia dos fatores de coagulagdo sdo
chamadas de coagulopatias e caracterizam-se por historia familiar positiva, sangramentos do
tipo hematoma e hemartrose (extravasamento sanguineo nas articulacfes) e também podem
estar relacionadas ao sexo.

As coagulopatias hereditarias sdo doencas hemorragicas resultantes da deficiéncia quantitativa
e/ou qualitativa de uma ou mais das proteinas plasmaticas (fatores) da coagulacdo. Pacientes
acometidos por essas coagulopatias podem apresentar sangramentos de gravidade variavel,
espontaneos ou pds-traumaticos, presentes ao nascimento ou diagnosticados ocasionalmente.
No entanto, as coagulopatias hereditarias apresentam heranca genetica, quadro clinico e
laboratorial distintos entre si.

O diagnostico exato € importante e essencial para o manejo eficaz da doenga. A hemofilia
deve ser suspeitada nos pacientes que apresentam histéria de equimose na infancia,
sangramentos espontaneos (principalmente em articulacdes e tecido mole) e sangramento
excessivo depois de trauma ou cirurgia.

Ao longo da vida, as pessoas com hemofilia lutam contra as complicagdes de sua doenca
como de seu tratamento. Um dos problemas mais sérios € o desenvolvimento de um inibidor.
O inibidor € um tipo de anticorpo. A funcdo dos anticorpos no organismo € destruir
substancias estranhas. O organismo de uma pessoa com hemofilia A pode criar inibidores
dirigidos contra o fator VIII depois da administracdo do tratamento para reposicdo do fator
deficiente. Cerca de 5 a 30% dos pacientes com hemofilia A desenvolvem inibidores, isto &,
anticorpos da classe IgG contra o fator VIII. Geralmente os pacientes mais afetados pelos
inibidores sdo aqueles acometidos por hemofilia grave. A presenca de inibidores manifesta-se
pela ma resposta ao tratamento habitual ou pelo aumento da freqliéncia e/ou gravidade dos
episodios hemorragicos.

A presenca do inibidor é titulada através do método Bethesda e, por defini¢do, uma unidade
Bethesda (UB) corresponde a quantidade de anticorpos circulantes capazes de inativar 50%

do fator VIII ou IX existente em 01 mL de plasma normal.



OBJETIVO

Realizar uma revisdo bibliografica a cerca dos inibidores de fator VIII em pacientes
portadores de hemofilia A, bem como a terapéutica utilizada nesses pacientes. A metodologia
se baseou em um levantamento bibliografico acerca do tema proposto, onde foram feitas
pesquisas em artigos publicados em revistas cientificas indexadas, livros de hematologia e
coagulacdo, manuais de coagulopatias hereditarias e hemostase, sites relacionados ao tema,
visitas a Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (Hemoba) e entrevistas com
especialistas em coagulacao.

DESENVOLVIMENTO

O fator VIII é uma glicoproteina de 320 kilodaltons (KDa) sintetizada principalmente no
endotélio vascular e quando ativada tem acdo pro coagulante. O gene do fator VIII esta
localizado no topo do brago longo do cromossomo X (Xq28) e parece sofrer mutacdes
freqlientes, provavelmente em func¢do do seu tamanho. O fator VIII circula ligado ao fator de
VVon Willebrand, que age como carreador do fator V111 na circulagdo.

Os inibidores sdo anticorpos que neutralizam a atividade de um fator da coagulacdo. Os
inibidores de fator VIII em pacientes portadores de hemofilia A, sdo aloanticorpos,
principalmente da classe 1gG, subclasse 1gG,, especificos para a molécula do fator VIII da
coagulacdo sanguinea. Com base em varios estudos internacionais, estima-se que a frequéncia
do desenvolvimento de anticorpos em pessoas com hemofilia A grave (menos de 1% de fator)
ou moderadamente grave (entre 1 e 5% do fator) se encontre entre 20 e 33%.

Estes anticorpos podem aparecer em até 33% dos individuos portadores de hemofilia A grave
que fazem uso terapéutico de preparacdes comerciais de concentrados de FVIII. Tipicamente,
estes inibidores sdo capazes de neutralizar in vivo e in vitro a atividade hemostatica destes
concentrados de fator. O seu efeito inibidor esta relacionado com os niveis de atividade em
unidades Bethesda por mL de plasma. (UB/mL - quantificacdo funcional determinada por
método coagulométrico).

Quando se detecta um anticorpo, normalmente se classifica em alta ou baixa resposta,
dependendo da forma como estimule o sistema imune de uma pessoa depois de repetidas
exposicdes ao fator VIII. Se o sistema imunoldgico apresenta uma reacdo rapida e forte, a
quantidade de inibidores dirigida contra o fator VIII podem se elevar rapidamente a niveis
muito altos, ou seja, refletindo em um titulo de pelo menos 5 UB. Se ndo houver exposicao
adicional ao fator, o titulo Bethesda pode cair para um nivel baixo, mas para esse processo

ocorrer pode demorar meses ou anos. Quando apresenta estas caracteristicas, o inibidor



geralmente é denominado de alta resposta. Por outro lado, o sistema imunoldgico pode ser
estimulado de maneira diferente de modo que sua resposta a exposicdo ao fator seja mais lenta
e o titulo Bethesda permaneca baixo, geralmente inferior a 5 UB. Em geral este tipo de
inibidor é conhecido como de baixa resposta. Vale salientar que as caracteristicas de um
inibidor podem variar com o tempo e algumas ocasifes tém demonstrado ser transitorias, ou
seja, desaparecem espontaneamente dentro de algumas semanas ou meses, sem um tratamento
aparente.

O risco de desenvolver um inibidor ndo permanece igual ao longo da vida de uma pessoa com
hemofilia. Historicamente, ha informagdo que a maioria dos inibidores se desenvolve durante
a infancia, com uma média de idade de 12 anos. Estudos realizados em pessoas com hemofilia
A que somente receberam fator VIII recombinante de primeira geragéo, o desenvolvimento de
inibidores ocorreu a uma idade média entre 1 e 2 anos, depois de aproximadamente 10
tratamentos. O risco de desenvolver um inibidor € maior durante as 50 primeiras exposicoes
ao fator VIII recombinante. Embora o risco diminua consideravelmente depois de 200 dias de
tratamento, foi documentada uma baixa taxa de desenvolvimento de novos inibidores durante
a sexta década de vida. Com o uso de produtos derivados de plasma humano, cerca de 80%
dos inibidores eram do tipo alta resposta e muito poucos desapareciam por si mesmo. Porém,
com a utilizacdo exclusiva do fator VIII recombinante, menos da metade dos inibidores
desenvolvidos foram de alta resposta e um terco tem sido transitorios.

Pacientes que apresentam alteragdes no teste de triagem laboratorial que sugiram
comprometimento da via intrinseca da coagulacdo (TTPA prolongado com TP normal) devem
ser investigados para deficiéncia dos fatores da via intrinseca da coagulacao (fatores XII, XI,
IX e VIII) ou para o desenvolvimento de anticorpos inibidores capazes de interferir no TTPA.
Estes anticorpos sdo classificados como inibidores inespecificos (anticorpo Lupico) ou
especificos (inibidores de fator VIII). Anticorpos inespecificos sdo investigados em pacientes
que, embora apresentem alteracdo do TTPA, ndo manifestam episodios clinicos de
sangramento. Os anticorpos especificos de fatores da via intrinseca estdo relacionados com
manifestaces de sangramento e devem ser diferenciados das deficiéncias genéticas de
fatores. Paciente que apresente manifestacdo clinica de sangramento com TTPA alargado e
que se corrige no teste de TTPA da mistura utilizando pool de plasma normal deve ser
direcionado para investigacdo de defeitos de fator especifico através das dosagens dos fatores
XI1, XI, IX e VIII. Paciente com manifestacdo de sangramento que ndo se corrige no teste de
TTPA da mistura deve ser direcionado para a investigacéo de inibidores. O TTPA da mistura

consiste da determinacdo do TTPA ap0s 2 horas de incubacdo a 37°C da mistura do plasma do



paciente com um pool de plasma normal na proporgéo de 1:1. E um teste complementar para a
avaliacdo de pacientes que apresentam TTPA prolongado. O TTPA da mistura (TTPA mix)
tem um valor normal ou corrigido nos pacientes com deficiéncia de fatores da via intrinseca
da coagulacdo (fatores XII, XI, IX e/ou VIII). O TTPA mix se mantém prolongado (relagdo >
1,25) em presenga de inibidores de fatores da via intrinseca da coagulacéo.

A dosagem do inibidor pode ser realizada através de diversos métodos, sendo que o mais
largamente utilizado é o método Bethesda. A dosagem do inibidor pelo método Bethesda, ou
Bethesda modificado segundo Nijmegen, fornece ndo s6 a confirmacdo da presenca da
atividade de anticorpos inibidores, mas também permite quantificd-lo. Nela um pool de
plasma normal é incubado em proporgdes iguais com o plasma do paciente e paralelamente
em um outro tubo de ensaio, o pool é incubado em propor¢des iguais com solucdo tamponada
com imidazol a 0,1 M e pH 7,4. A seguir é medida a atividade do FVI1II:C nas duas misturas
do pool (com o plasma do paciente e com o tampdo imidazol). A diferenca de atividade do
FVIII:C entre as duas misturas é chamada de atividade residual do FVIII:C e corresponde a
perda de atividade do fator VIII devido a incubagdo por 2 horas a 37°C. O nivel de inibidor
sera referenciado pela utilizacdo de uma tabela padrédo de inibidor definida pelo método de

Bethesda em funcéo do nivel de FVIII:C residual obtido no teste.

Tabela — Unidades Bethesda

Fator VI1II Unidades Fator VI1II Unidades Fator VIII Unidades
Residual Bethesda Residual Bethesda Residual Bethesda
97% 0,05 61% 0,70 40% 1,35
93% 0,10 59% 0,75 38% 1,40
90% 0,15 57% 0,80 37% 1,45
87% 0,20 55% 0,85 35% 1,50
84% 0,25 53% 0,90 34% 1,55
81% 0,30 51% 0,95 33% 1,60
78% 0,35 50% 1,00 32% 1,65
75% 0,40 48% 1,05 30% 1,70
73% 0,45 46% 1,10 29% 1,75
70% 0,50 45% 1,15 28% 1,80
68% 0,55 43% 1,20 27% 1,85
66% 0,60 42% 1,25 26% 1,90
64% 0,65 41% 1,30 25% 2,00

Fonte: Hemoba

Uma unidade Bethesda (UB) é definida como a quantidade de inibidor que inativa 50% de

fator VIII presente no pool de plasma normal de referéncia. Dilui¢bes seriadas do plasma do



paciente deverdo ser efetuadas a fim de quantificar titulos superiores a 2,0 UB/mL. O teste é
considerado positivo para presenca de inibidores, para valores superiores a 0,5 UB/mL.

Em pacientes hemofilicos, é recomendado que a dosagem de inibidores seja realizada em no
minimo a cada seis meses e antes de intervencdes cirurgicas, se 0 paciente nao tiver
precedente de desenvolvimento de inibidores. Nos pacientes que tenham desenvolvido o
inibidor, é aconselhavel que a dosagem seja realizada pelo menos a cada trés meses, a fim de
que em situagOes de emergéncia se possa dispor de uma titulacdo recente para orientar a
escolha terapéutica.

Constitui-se um desafio terapéutico tratar episédios hemorréagicos de portadores de hemofilia
A que apresentam inibidores. Algumas alternativas terapéuticas foram desenvolvidas para
diminuir as complicag¢fes que surgem da presenga desses inibidores. O uso de concentrado de
complexo protrombinico (PCCs) ou concentrado de complexo protrombinico ativado
(APCCs) podem estimular a formacdo de um coagulo e parar a hemorragia e superar o
requerimento do FVIII. No entanto, este tipo de terapia apresenta limitagdes, pois
frequentemente pode causar excesso de coagulacdo. Além disso, estes produtos contém
pequenas gquantidades de FVIII e maiores quantidades de FIX, podendo também estimular
nova producdo de anticorpos tanto para o FVIII na hemofilia A quanto para o FIX na
hemofilia B. Alternativamente, a administracdo de fator VII ativado (FVIla) humano
recombinante (bypassing agent) é outra alternativa de terapia para pacientes com inibidor.
Este produto tem um curto tempo de acdo e multiplas doses sdo necessarias a cada 2-4 horas
para controlar a hemorragia. Alguns grupos tém relatado o tratamento de pacientes com altos
titulos de inibidor (anti-fator V e anti-FVI1II) utilizando métodos extracorpdreos de retirada de
anticorpos. Entretanto, as metodologias de retirada extracorporea dos inibidores do FVIII ndo
sdo especificas para estas imunoglobulinas e promovem a retirada de moléculas de anticorpo
da circulacdo importantes para outras respostas imunes. Adicionalmente, em alguns casos, 0
individuo pode perder proteinas plasmaticas essenciais, como a albumina. Além destes
tratamentos considerados convencionais, nos Gltimos anos surgiu a possibilidade de
tratamento dos pacientes através de deplecdo de linfocitos B. Este tratamento foi
primeiramente recomendado para pacientes com estadgio -1V de linfoma folicular
quimiorresistentes, mas, principalmente em paises desenvolvidos, tem sido utilizado para o
tratamento de pacientes com hemofilia A e inibidores de FVIII. A metodologia consiste de
infusdes intravenosas de rituximab (anticorpos monoclonais anti-CD20) que se liga as células
B e iniciam um processo de lise celular (via sistema do complemento ou apoptose). Esta

opcao de tratamento tem se mostrado bastante eficiente e uma grande quantidade de estudos



relaciona a sua eficacia no tratamento de anticorpos inibidores de FVIII em individuos com
hemofilia adquirida. Entretanto, notificacbes de reacOes adversas relacionadas ao uso do
medicamento tém sido emitidas e casos de sindrome de liberacdo excessiva de citocinas com
resultado fatal j& foram relatados. Desta forma, estudos clinicos ainda devem ser realizados
para se obterem mais informacbes sobre o uso deste tipo de tratamento neste grupo de
individuos.

Nas duas ultimas décadas, comegaram a surgir protocolos que visam a inducdo de tolerancia
imune com infusbes regulares do FVIII por um periodo de semanas a anos com ou sem
imunossupressdo farmacoldgica. Entretanto, este tipo de tratamento consome tempo e é de
alto custo, dificultando sua aplicacdo em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. A
reducdo da concentracdo de inibidores por plasmaférese tem sido uma tentativa prévia a
administracdo de FVIII na fase aguda da doenca. Porém, como ja mencionado, este método
ndo tem recebido uma aprovacdo geral, em parte devido as limitagdes na quantidade de

plasma que pode ser trocado sem a perda de proteinas essenciais.



CONCLUSAO

Embora haja muitas opgOes terapéuticas e esses tratamentos tenham realmente melhorado o
manejo medico da hemofilia em casos em que os inibidores estdo presentes, ndo foi ainda
atingido o objetivo principal para a terapia: a neutralizagdo especifica da resposta imune ao
FVIII ou a eliminacdo eficiente dos anticorpos do plasma. Portanto, mostra-se crucial a
necessidade do desenvolvimento de uma solucdo terapéutica que extraia do plasma apenas
inibidores do FVIII ou iniba sua formagdo. Recentemente foram descritas experiéncias
baseadas no bloqueio da atividade deletéria dos anticorpos por peptideos de baixo peso
molecular construidos para mimetizar os epitopos reconhecidos pelos anticorpos anti-FVI11 na
tentativa de restaurar a atividade procoagulante normal por impedir a ligacdo dos anticorpos
ao FVIII.

A respeito da possibilidade de mapear os diferentes epitopos reconhecidos pelos inibidores do
FVIII dos pacientes, varios estudos revelaram que o padrdo de reatividade do anticorpo é
policlonal, direcionado contra mualtiplos locais situados no FVIII e Unico para cada inibidor do
plasma investigado. Todavia, estudos mostraram que os inibidores reconhecem sitios de
ligacdo restritos, predominantemente, nos dominios A2, C2 e A3 da molécula de FVIII.
Recentemente, um grupo de pesquisadores atestou, pela técnica de Spot, que a cadeia leve do
FVIII é reconhecida por uma variedade maior de anticorpos e sugere que o dominio C1 é o
mais imunogénico.

A maioria dos inibidores que reconhecem a cadeia leve da molécula de FVIII se liga ao
dominio C2, que possui dois sitios de reconhecimento bem caracterizados. Estes anticorpos
impedem a ligacdo do FVIII ativado ao FVW e aos fosfolipidios de membrana, impedindo a
formacdo do complexo tenaz. O dominio C2 possui 21 residuos de aminoacidos que sao
conhecidos sitios de delegbes pontuais responsaveis pela inativacdo do FVIII sintetizado.
Além de mutacdes pontuais, as mutacdes sem sentido no dominio C2 aumentam em quatro
vezes a chance de desenvolvimento de inibidores (17,7% dos pacientes). Tal fato sugere que
este dominio em particular € mais imunogénico que os demais, principalmente por possuir
grandes alcas expostas na superficie da molécula.

Como a resposta imune ao FVIII é direcionada principalmente aos epitopos dos dominios A2,
C2 e A3 da molécula, é provavel que, com um numero razoavel de peptideos, seja possivel

reconstituir o perfil de reatividade dessa resposta imune.
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