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Resumo

Obijetivo: O presente estudo investigou a associacao entre o grupo sanguineo ABO e o consumo anual de concentrado
de fator VIII (FVIII) da coagulagdo (Ul/kg/ano) em pacientes com hemofilia A leve e moderada, atendidos em dois
centros de hemofilia de referéncia no Brasil (Hemocentro do Pard e Hemocentro da Unicamp). Métodos: Niveis
plasmaticos do antigeno do fator de von Willebrand (FVW:Ag), cofator de ristocetina (FVW:RCo) e FVIII coagulante
(FVIII:C) foram realizados para investigar a correlacéo entre essas varidveis e os imunofenétipos ABO. Resultados e
discussdao: O consumo de FVIII (Ul/kg/ano) comparado entre pacientes com hemofilia A moderada com grupo
sanguineo O e ndo-O demonstrou maior consumo de FVI1II entre os pacientes com grupo sanguineo nao-O (p=0,018).
Na andlise desse grupo, os niveis plasmaticos de FVW:C foram estatisticamente maiores (p=0,045) em comparagao aos
pacientes com hemofilia A moderada com grupo sanguineo O. Conclusdo: Com base em nossos achados, 0 grupo
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sanguineo ABO néo é apenas um possivel indicador para a farmacocinética do FVIII, mas também pode influenciar o
fendtipo hemorragico moderado da hemofilia A.

Palavras-chave: Hemofilia A; Grupo Sanguineo ABO; Fator de Von Willebrand; Cofator de Ristocetina; Tratamento
de Reposicdo de FVIII.

Abstract

Obijective: The present study investigated the association between the ABO blood group and the annual consumption
of Coagulation Factor VIII (FVIII) concentrate (IU/kg BW/year) in patients with mild and moderate hemophilia A
treated at two reference hemophilia center in Brazil (Para Blood Center and Unicamp Blood Center) Methods: Plasma
levels of the von Willebrand factor antigen (FVW:Ag), ristocetin cofactor (FVW:RCo) and FVIII coagulant (FVI1I1:C)
were performed to investigate the correlation between these variables and the ABO immunophenotypes. Results and
Discussion: The FVIII consumption (IU/kg BW/year) compared between moderate hemophilia A patients with blood
group O and non-O demonstrated increased FVIII consumption among the patients with blood group non-O (p=0.018).
In the analysis of this group, plasma levels of FVW:RCo were statistically higher (p=0.045) in comparison to moderate
hemophilia A patients with blood group O. Conclusion: Based on the present findings, the ABO blood group is not only
a possible indicator for FVIII pharmacokinetics, but also can influence the moderate hemophilia A bleeding phenotype.
Keywords: Hemophilia A; ABO Blood Group; Von Willebrand Factor; Ristocetin Cofactor; FVIII Replacement
Therapy.

Resumen

Obijetivo: El presente estudio investigd la asociacién entre el grupo sanguineo ABO y el consumo anual de concentrado
de factor VIII (FV1II) de coagulacién (Ul/kg/afio) en pacientes con hemofilia A leve y moderada, tratados en dos centros
de hemofilia de referencia en Brasil (Hemocentro do Para y Unicamp Centro de Sangre). Métodos: Se realizaron niveles
plasméticos del antigeno del factor von Willebrand (VWF:Ag), cofactor ristocetina (VWF:RCo) y coagulante FVIII
(FVII:C) para investigar la correlacion entre estas variables y los inmunofenotipos ABO. Resultados y discusion: El
consumo de FVIII (Ul/kg/afio) comparado entre pacientes con hemofilia A moderada con grupo sanguineo O y no O
demostré mayor consumo de FVIII entre pacientes con grupo sanguineo no O (p=0,018). En el analisis de este grupo,
los niveles plasmaticos de VWF:C fueron estadisticamente mas altos (p=0,045) en comparacion con los pacientes con
hemofilia A moderada con grupo sanguineo O. Conclusién: Segun nuestros hallazgos, el grupo sanguineo ABO no es
solo un posible indicador de farmacocinética del FVIII, pero también puede influir en el fenotipo de hemorragia
moderada de la hemofilia A.

Palabras clave: Hemofilia A; Grupo Sanguineo ABO; Factor de Von Willebrand; Cofactor de Ristocetina; Terapia de
Reemplazo de FVIII.

1. Introducéo

O fendtipo hemorragico de pacientes com hemofilia A podem ser influenciados por diversos parametros (Carcao et al.,
2013). Alguns desses, estdo relacionados a resposta a terapia de reposicao do fator VIII (FVIII) da coagulacéo, pelo seu efeito
na farmacocinética do mesmo, como o fator de von Willebrand (FVW) (Lillicrap, 2008). Apds sua liberagdo no plasma, o FVIII
heterodimérico interage com o FVW para formar um complexo ndo covalente que o protege da degradacao proteolitica prematura
(Lenting et al., 1998). Assim, a formacdo desse complexo contribui para a manutengdo dos niveis plasmaticos de FVIII
necessarios para sua acdo como cofator na via intrinseca da coagulacdo sanguinea (Lenting et al., 2007; Albanez et al., 2016).

A meia-vida média do FVIII é de 12 horas em adultos com hemofilia A, mas uma variagdo consideravel é encontrada
entre os individuos (6 a 29 horas) (Fijnvandraat et al., 1995; Van Dijk et al., 2005; Lillicrap, 2008). Dentre as variaveis que
podem afetar a meia-vida do FVIII, o grupo sanguineo ABO e o FVVW parecem ser 0s mais importantes (Garcia-Martinez et al.,
2020; lunghi et al., 2022).

Franchini et al. (2018), demonstraram a importancia de testar todos os pacientes hemofilicos A para a tipagem ABO a
fim de melhor individualizar o perfil farmacocinético de cada um. E relatado que a meia-vida do FVIII é menor em pacientes
com hemofilia A do grupo sanguineo O em comparagdo com aqueles do grupo sanguineo ndo-O (A, B e AB) (Vlot et al., 2000;
Fisher et al., 2009; Swystun et al., 2019).
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A provavel explicagdo para isso é a presenga de determinantes do antigeno ABO na molécula do FVW, o que pode
afetar a suscetibilidade do FVW a prote6lise no plasma e, consequentemente, afetar a formagdo do complexo do FVW com a
molécula do FVIII (Sodetz et al., 1979; Vlot et al., 2000; Gallinaro et al., 2008; Kano et al., 2018).

Além disso, os niveis de FVW sdo 25% mais baixos no grupo sanguineo O em comparag¢do com 0 grupo sanguineo nao-
O (Federici et al., 1984; Gill et al., 1987; Souto et al., 2000; Liumbruno et al., 2013). Em um estudo envolvendo 42 pacientes
com hemofilia grave, aqueles com meia-vida mais curta do FVI1I necessitaram de mais infusdes anuais de concentrado de FVIII
(Ul/Kg/ano) do que aqueles com meia-vida mais longa. Entre as variaveis clinicas e laboratoriais que foram comparadas, somente
o FVW:Ag e o grupo sanguineo O correlacionaram com meia-vida mais curta de FVIII (Van Dijk et al., 2005). No presente
trabalho, além do FVW:Ag, foram realizadas as dosagens laboratoriais do FVIII:C e FVW:RCo para fazer a correlacdo entre
essas variaveis e os imunofen6tipos do sistema sanguineo ABO.

O objetivo do presente estudo foi analisar a associa¢do entre o sistema sanguineo ABO e o fendtipo de sangramento
com base no consumo anual de concentrado de FVIII (Ul/kg/ano) em pacientes com hemofilia A leve e moderada, atendidos em

dois centros de tratamentos de hemofilia de referéncia do Brasil.

2. Metodologia

Tratou-se de um estudo transversal de natureza quantitativa e carater analitico, caracterizado como avaliacao da relagdo
entre doencas, agravos ou caracteristicas relacionadas & salde, e outras variaveis de interesse, a partir de dados coletados
simultaneamente em uma populagdo (Toassi; Petry, 2021).

Noventa e nove pacientes com hemofilia A moderada [FVIII:C 1 a 5% do nivel normal (0,01 a 0,05 Ul/ml)] ou leve
[FVII:C 5% a 40% do nivel normal (> 0,05 a < 0,40 Ul/ml)] acompanhados em dois centros de tratamento de hemofilia de
referéncia do Brasil (Hemocentro do Para, Belém do Para, PA e Hemocentro da Unicamp, Campinas, SP) foram convidados a
participar do presente estudo. O estudo foi aprovado por cada Comité de Etica local. O consentimento informado assinado foi
obtido dos pacientes ou de seus pais ou responsaveis legais antes da inscricao.

O fendtipo de sangramento foi avaliado com base no consumo médio anual de concentrado de FVIII (Ul/kg/ano) de
cada individuo nos trés anos anteriores (2009 a 2012). As médias foram obtidas através da pesquisa no histérico de infusdes dos
pacientes cadastrados no sistema HEMOVIDA do Ministério da Satde. O consumo em Ul/Kg/ano foi obtido dividindo-se o
consumo médio (2009 a 2012) de FVIII (Ul/ano) pelo peso do paciente: Consumo de FVIII (UlI/Kg/ano) = média Ul/ano/peso
do paciente. Esse parametro foi julgado como o melhor fator de medida para representar o fendtipo hemorragico desses pacientes,
considerando que alguns pacientes receberam profilaxia de curta durago, o que tem impacto direto sobre o nimero de episédios
hemorréagicos. Além disso, todos os pacientes foram submetidos ao mesmo protocolo nacional de cuidados com hemofilia e
tiveram acesso semelhante aos concentrados de fator V111. Todos foram tratados com concentrados de FVI1I derivados do plasma,
de varias marcas, e com niveis variaveis de FVW. As informag6es do grupo sanguineo ABO foram obtidas nos prontudrios dos
pacientes.

O sangue venoso periférico foi coletado em tubos estéreis contendo citrato de sodio 3,2% na proporgdo 1:9 com o
sangue. O plasma pobre em plaquetas foi obtido por centrifugacdo do sangue total a 2.500 G por 20 minutos. O plasma foi
separado em aliquotas em tubos de polipropileno e armazenado a -80°C até a analise.

A dosagem do FVIII:C, que avalia a atividade do FVIII coagulante presente no plasma e define o diagndstico de
hemofilia A e a classificacdo (leve, moderada ou grave), foi realizada utilizando o analisador ACL TOP 500 CTS
(Instrumentation Laboratory Company, Lexington, MA, EUA), com os reagentes apropriados, substrato de FVIII, cefalina e

calibrador de plasma. A dosagem do cofator de ristocetina (FVW:RCo), teste qualitativo ou funcional que avalia a atividade do
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Fator de von Willebrand no plasma, foi realizada pelo método imunoturbidimétrico automatizado (BC-Siemens) no analisador
BCS-XP (Siemens), com os reagentes, controles e plasma de referéncia apropriado. A dosagem de FVW:Ag, onde 0s niveis
antigénicos desse fator sdo mensurados, foi determinada através de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) usando fator de von
Willebrand de coelho ndo conjugado com peroxidase (Dako), calibrador de plasma e controles normais e patologicos (Siemens).

A anélise estatistica foi realizada utilizando-se o aplicativo Bioestat 5.0 (Ayres et al., 2007). O teste D’ Agostin foi
utilizado para verificar a distribuico da populacéo e o teste Mann-Withney para a comparacdo do consumo de FVII1 (Ul/Kg/ano)
e das outras variaveis (FVIII:C, FVW:Ag e FVW:RCo) entre os hemofilicos leves e moderados dos grupos O e ndo-O. O teste
Bootstrap também foi utilizado para comparagdo do consumo de FVIII e os imunofendtipos O e ndo-O. Um p-valor menor do
que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. A analise de correlacdo entre as variaveis (FVW:Ag. FVIII.C e
FVW:RCo, consumo de FVIII) foram calculadas utilizando-se o indice de Correlacdo de Spearman. O Qui-quadrado e o Teste
Exato de Fisher foram utilizados para comparacao das distribuicdes das frequéncias imunofenotipicas entre a populagdo do

estudo e a populagdo normal (cidades de Belém e Campinas).

3. Resultados e Discusséo
No presente estudo, os niveis plasmaticos do antigeno do fator de von Willebrand (FVW:Ag), cofator de ristocetina
(FVW:RCo) e FVIII coagulante (FVIII:C) foram realizados para investigar a associagdo entre essas variaveis e 0s
imunofendtipos ABO.
Noventa e nove pacientes com hemofilia A (68 com hemofilia leve e 31 com hemofilia moderada) foram incluidos
neste estudo. A média de idade foi de 34,59 (desvio padrdo (DP) + 20,86) anos. As caracteristicas dos pacientes e os resultados

dos exames de acordo com o grupo sanguineo estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas do paciente e resultados dos exames em relagdo ao grupo sanguineo.

Hemofilia A moderada Hemofilia A leve
Grupo Sanguineo O Nao-O P valor (0] Nao-O P valor

N 18 13 - 38 30 -
Idade média (intervalo) | 33.3(DP+28.1) | 30.2(DP+20.1) 0341 | 34.7(DP+17.7) | 37.0(DP+20.9) 0.312
dade ~do  primeiro | ;¢ o g 9) 2.5(DP+3.1) 0.444 | 9.0(DP+9.3) 5.6(DP+4.8) 0.536
tratamento
Media ~ do IMC | 51 1 ppaz) | 22.7(DP+4.0) 0568 | 22.4(DP+8.2) 23.4(DP+6.1) 0.418
(intervalo)
Media do FVHEC | 5 o ppy1 2) 2.3(DP+1.0) 0268 | 12.4(DP+7.9) 13.0(DP+6.6) 0.501
(intervalo)
Media do  FVWIAG | 105 0ppegsg) | 111.5(DP+202) | 0392 | 107.7(DP+29.0) | 117.7(DP+34.1) | 0.359
(intervalo)
Media do FVWRCO | oo 1 ppigo1) | 1067 (DP+433) | 0045 | 90.4(DP+49.2) | 98.6(DP+29.0) 0.338
(intervalo)
Média do consumo de

78.2(DP+97 193.2(DP+170,7 01 119.4(DP+192.1) | 119.3(DP+195.4 27
FVI11 (Ul/kg/ano) 8.2(DP+97.3) 93.2(DP+170,7) | 0.018 9.4(DP+192.1) | 119.3(DP+195.4) | 0.279

Legenda: IMC = indice de massa corporal; DP = Desvio Padrdo. Fonte: Autores.

Potenciais fatores de confusdo como idade, idade do primeiro tratamento, IMC (indice de massa corporal), tambhém séo
apresentados na Tabela 1. Esses fatores podem influenciar o uso do concentrado de Fator VIII, porém ndo foi encontrada

nenhuma associagdo significativa.
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Na populacdo total (99 pacientes com hemofilia A leve e moderada) ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas no consumo de FVIII entre o grupo sanguineo O e 0 grupo sanguineo ndo-O em ambos 0s grupos. Esse achado
difere do relatado por Van Dijk et al. (2005) em um estudo envolvendo 42 pacientes com hemofilia A grave, no qual aqueles do
grupo sanguineo O tiveram um consumo anual de FVIII aumentado (Ul/kg/ano) em comparagdo ao grupo sanguineo ndo-O (p
= 0,03). Também néo foram encontradas diferencas significativas entre aqueles do grupo sanguineo O e ndo-O nos pacientes
com hemofilia A leve (p=0,279). Em pacientes com hemofilia A moderada, a concentracdo de FVW:RCo foi significativamente
maior no grupo sanguineo nao-O em comparagao ao grupo sanguineo O (p = 0,045). Miller et al. (2003) também relatam maior
atividade do FVW:RCo entre individuos com grupo sanguineo ndo-O. Nao foram encontradas diferencas significativas entre
esses grupos em relacdo ao FVW:Ag e FVIII:C, o que difere dos achados de estudos anteriores, que relatam niveis mais elevados
dessas varidveis entre individuos com grupo sanguineo ndo-O (Preston & Barr, 1964; @rstavick et al., 1985; Miller et al., 2003).
Inesperadamente, entre os 31 pacientes com hemofilia A moderada, o consumo de FVIII foi significativamente maior no grupo
sanguineo ndo-O (p = 0,018).

Os niveis plasméticos mais elevados de FVW:RCo encontrados nos pacientes com hemofilia A moderada do grupo
sanguineo ndo-O em comparagdo aos do grupo O, que poderiam influenciar atraveés do aumento da meia-vida de FVIII, ndo
foram suficientes para impedir uma frequéncia maior de sangramentos e, consequentemente, uma maior necessidade de terapia
de reposicdo no primeiro grupo.

A presenca dos determinantes antigénicos A e B resultantes de modificagbes pos-traducionais na molécula do FVW
pode protegé-la da degradagdo proteolitica. (Bowen, 2003; Kaufman, 1998). Esses determinantes antigénicos A e B também
estdo presentes na molécula de FVIII de individuos do grupo sanguineo ndo-O (Sodetz et al.,1979). Consequentemente, um
aumento na concentragdo e meia-vida do FVW levaria a uma maior estabilizacdo do FVIII em individuos do grupo sanguineo
ndo-O (Kano et al., 2018; Gallinaro et al., 2008; Garcia-Martinez et al., 2020; Franchini et al., 2022).

De acordo com o relato de Greenwell (1997), acredita-se que essa glicosilacéo altera a conformacéo e as propriedades
de ligagdo de proteinas como o FVIII, afetando sua atividade, embora 0o mecanismo pelo qual isso ocorra ainda nao esteja
esclarecido. A glicosilacdo terminal também pode afetar a meia-vida da proteina, que é degradada em diferentes taxas
dependendo do agucar especifico expresso na molécula (Greewell, 1997).

Assim, a hip6tese mais provével para explicar os achados do presente estudo seria que os sitios de glicosilagdo na
molécula endégena do FVIII em individuos do grupo sanguineo ndo-O podem desempenhar algum papel ainda néo esclarecido,
provavelmente relacionado a atividade ou depuragdo. Essas fungdes podem estar comprometidas devido ao efeito das mutagdes
caracteristicas da hemofilia A moderada encontradas na molécula do Fator VIII. Os principais efeitos decorrentes dessas
mutacdes sdo aqueles que evitam a ativacdo do FVIII pela clivagem da trombina na cadeia pesada, reduzem a ligacdo do FVW
ao FVIII e a estabilidade deste Gltimo e previnem o dobramento e o trafego intracelular, com consequente reducdo na sintese da
proteina (Jacquemin et al., 2003; D’Oiron et al., 2008). Portanto, a atividade aumentada ou a depuracdo normalmente diminuida
em individuos do grupo sanguineo ndo-O e assegurada pelos sitios de glicosilagdo (O’Donnel & Laffan, 2001) estariam
comprometidas mesmo com a acdo do mecanismo de estabilizacdo via FVW. Acredita-se que essa combinacdo dos efeitos do
FVIII endégeno mutado leve a uma meia-vida mais curta ou a reducéo de sua atividade, mesmo em individuos com hemofilia A

moderada no grupo sanguineo ndo-0, consequentemente aumentando o consumo anual de FVII1 em Ul/Kg/ano.

4. Concluséo

Com base nos presentes achados, o grupo sanguineo ABO ndo é apenas um possivel indicador da farmacocinética do

FVIII, como demonstrado em estudos anteriores, mas também pode influenciar o fenotipo de sangramento moderado da
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hemofilia A. A principal limitacdo deste estudo é a nimero reduzido de pacientes com hemofilia A moderada. Portanto, estudos
adicionais em uma populacdo maior de pacientes com hemofilia A moderada sdo necessarios para corroborar os presentes
resultados. Estudos longitudinais também seriam valiosos para avaliar a evolucao dessa relacdo ao longo do tempo e a resposta
a diferentes regimes terapéuticos. A compreensdo mais profunda desses mecanismos poderia abrir novas possibilidades para

personalizacdo do tratamento, melhorando os resultados para os pacientes com hemofilia A.
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