
Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento n.32 - janeiro/junho 2004      81

Produção de fator FVIII
por engenharia genética

Imagem cedida pelos autores

Produção de fator FVIII da coagulação por tecnologia do DNA recombinante

Virginia Proenca Picanco
Doutoranda em Ciencias Biomédicas-FMRP-

USP e  participante do programa de doutorado

sanduiche  DAAD/Cnpq com  a Universidade

de Frankfurt

v.picanco@pegasus.fmrp.usp.br

Prof. Dr Dimas Tadeu Covas
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto

Hemocentro de Ribeirao Preto

dimas@fmrp.usp.br

Dr. Sven Becker
Institute for Transfusion Medicine and

Immunohematology

Red Cross Blood Bonor Service Baden-

Wuerttemberg / Hessen

Frankfurt am Main

Alemanha

sbecker@bsdhessen.de

Dr. Torsten Tonn
Institute for Transfusion Medicine and

Immunohematology Red Cross Blood Bonor

Service  -  Baden-Wuerttemberg / Hessen

Frankfurt am Main

Alemanha

ttonn@bsbhessen.de

Hemofilia A no Brasil

hemofilia é uma doença
hemorrágica hereditária
resultante da deficiência
de uma das várias proteí-

nas do sangue envolvidas no proces-
so de coagulação. Cerca de 350.000
pessoas em todo o mundo sofrem de
hemofilia A em que o fator VIII não é
produzido, não funciona ou existe em
quantidades reduzidas.

No Brasil, estima-se que exis-
tam cerca de 7000 hemofílicos que
são tratados, na sua maioria, com con-
centrados de fator VIII obtidos a partir
do plasma humano. Este tipo de trata-
mento é caro e muitas vezes não dis-
ponível na quantidade necessária. No
mercado brasileiro cada unidade inter-
nacional (UI) de fator VIII é comer-
cializada ao preço médio de US $ 0,50.
A dispensação anual média por
hemofílico é de 30.000 UI, aproxima-
damente US $ 15.000,00/ paciente/
ano, totalizando  cerca de 100 milhões
de dólares por ano. O tratamento atu-
al para a hemophilia A é baseado na
infusão intravenosa de concentrados
de FVIII, profilaticamente ou na ocor-
rência de um sangramento. Os pro-
blemas com estes concentrados, inclu-
indo o alto custo, a inconveniência, e
o risco da transmissão de doenças vi-
rais, tais como, hepatitis e HIV, aumen-
taram o interesse em expressar este
fator em sistemas celulares in vitro ou
in vivo.

Gene do fator VIII

O gene do fator VIII foi clona-
do e caracterizado em 1984. Seu lo-
cus situa-se na região 28 do braço lon-
go do cromossomo X (Xq28). É

constituído por 26 exons cujo taman-
ho varia entre 69 e 3106 pb e 25 ín-
trons que podem atingir o tamanho
de 32,4 kb, pertencendo a um dos
maiores genes humano (0,1% do cro-
mossomo X) 1-3.

Estrutura e função

A proteína deduzida da se-
qüência de nucleotídeos do cDNA
contém 2351 aminoácidos. A análise
da estrutura primária mostrou a orga-
nização em domínios: A1- a1- A2- a2-
B- a3- A3- C1- C2 , sendo a cadeia
pesada constituída pelos domínios A1-
a1-A2-a2-B e a cadeia leve pelos
domínios a3-A3-C1-C2.

O fator VIII é uma glicoproteí-
na que ativa o fator X no processo da
coagulação sangüínea. É sintetizada
como um polipeptídeo de cadeia úni-
ca de cerca de 330 kDa e é clivada,
gerando a cadeia pesada de 210 kDa
e a cadeia leve de 80 kDa que se as-
sociam por interaçoes eletrostáticas e
hidrofóbicas. O domínio B, o maior
domínio, não participa da atividade
coagulante da proteína e sua função
ainda permanece desconhecida.4

Expressão do fator VIII em
sistemas in vitro

Vários experimentos testaram
a transfecção do gene do fator VIII,
na sua forma inteira ou sem o domin-
io B, em sistemas celulares, seguida
da  avaliação de  sua  atividade fun-
cional. Os estudos iniciais mostraram
níveis  muito  baixos  de expressão
em todas as linhagens celulares
estudadas.2, 4-7

Em princípio, três seriam os
fatores limitantes para a obtenção de

Pesquisa



82      Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento n.32 - janeiro/junho 2004

níveis elevados de expressão da pro-
teína do fator VIII: 1) o tamanho do
gene; 2) o seu baixo nível de ex-
pressão de mRNA; e, 3) a secreção
ineficiente do produto deste gene.

É conveniente destacar que,
apesar de mais elevados, os níveis de
expressão obtidos com o fator VIII são
muito baixos quando comparados aos
obtidos para diversas outras proteínas.
Informações adicionais sobre as mo-
dificações pós-traducionais e o meca-
nismo de secreção do fator VIII tor-
nam-se primordiais para maior enten-
dimento deste aspecto.

Terapia gênica para hemofilia A

A hemofilia A é uma doença
que se presta para a terapia gênica,
uma vez que se sabe muito sobre a
sua transmissão,  sobre a localização
do gene defeituoso e sobre a estrutu-
ra e função do fator produzido por este
gene. É de se salientar que a concen-
tração sanguínea de fator VIII  obtida
não é crítica, sendo que um pequeno
aumento da concentração plasmática
de FVIII pode converter um quadro
de hemofilia grave em hemofilia mo-
derada.

O desenvolvimento da tera-
pia gênica para a hemofilia A tem sido
extensivamente explorado, utilizando
estratégias com vetores adenovirais e

retrovirais ex vivo e in vivo. Na tera-
pia ex vivo tem sido utilizada uma
variedade de células transduzidas com
retro ou adenovirus e transplantadas
em camundongos hemofílicos. Ape-
sar de níveis terapeuticos de FVIII
serem detectados na circulação, a ex-
pressão declina gradualmente devido
ao tempo limitado de sobrevivência
das células transplantadas ou devido
ao silenciamento da transcrição do
transgene.8-12

O uso de vetores retrovirais
é dificultado pelo baixo título do vetor
e por baixos níveis de expressão do
FVIII. Recentemente, modificações
nos vetores retrovirais permitiu a
produção de altos títulos do vetor13-15,
apesar da incapacibilidade destes
vetores retrovirais de transduzir célu-
las quiescentes, limitando o seu uso
na terapia gênica in vivo.

Vetores adenovirais podem
transduzir uma variedade de células,
incluindo células quiescentes e foi
observada eficiente produção de  FVIII
em transdução in vivo.16 Esta ex-
pressão do FVIII foi gradualmente
perdida devido á resposta imune con-
tra o vetor ou contra o produto do
transgene.

Vetores lentivirais, baseados
no HIV, são uma ferramenta promis-
sora para terapia gênica, diferente-
mente do retrovirus MLV (Moloney

murine leukemia based), os lentivirus
são capazes de transduzir estavel-
mente células quiescente em vários
órgaos 15, 17. Contudo, a resposta i-
mune do hospedeiro contra o produ-
to transgênico expresso pode resultar
na perda da expressão da proteína na
circulação18 .

Resultados obtidos no Institu-
to de Medicina Transfusional de
Frankfurt mostram que células endo-
teliais progenitoras derivadas de
cordão umbilical (CBECs) 19 e células
Hematopoiéticas20 transduzidas com
vetor lentiviral contendo o cDNA do
FVIII mantêm a expressão estável do
FVIII por várias gerações, indicando
que estas células podem ser usadas
futuramente na terapia gênica. Além
disso, um estudo detalhado da via de
secrecão do FVIII mostra que do FVII
recombinante, com ou sem o domínio
B, expresso em células que não secre-
tam o FVIII fisiologicamente fica reti-
do em compartimentos celulares,
como o retículo endoplasmático, li-
mitando a secrecão deste fator21 . Aná-
lise de fatores envolvidos na secrecão
do FVIII, linhagens celulares adequa-
das à expressão e secrecão, assim
como a utilizacão de determinados
promotores poderão facilitar a ex-
pressão do FVIII recombinate.

Objetivos

O objetivo principal deste
projeto é produzir o fator VIII de co-
agulação em sistemas celulares  in vi-

tro, por técnicas de engenharia recom-
binante. Este objetivo se justifica com
base no pressuposto de menor custo
e maior segurança,  visto que seriam
produtos praticamente isentos de
agentes patogênicos, ao contrário do
produto obtido do plasma humano.

Em colaboração com o Insti-
tuto de Medicina Transfusional de
Frankfurt objetivamos obter altos
níveis de fator VIII em linhagens ce-
lulares de mamífero e também a con-
strução de vetores lentivirais para uma
futura aplicação em estudos in vivo

(terapia gênica).

 Construções

Estudos usando a primeira
geração de vetores adenovirais

Figura 1: A. Construções Lentivirais. As construções lentivirais foram realizadas no
vetor 1054 (cedido gentilmente por Naldini L), onde o FVIII sem o dominio B foi
clonado sob controle dos promotores CMV, HAAT, FVIIIp e EF1-alpha B. Constru-
coes plasmidiais. Nas construções plasmidiais o vetor utilizado foi o pCDNA3.1 e
diferentes promotores (CMV, HAAT, FVIIIp e EF1-alpha) foram clonados juntamente
com o FVIII sem o domínio B.

A
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mostraram que promotores específicos
para fígado, em vez de promotores
celulares fortes, podem aliviar a
ativação do sistema imune do
hospedeiro, sugerindo que a resposta
imune está relacionada com a
transdução de células apresentadoras
de antígeno 16. Baseado nesses
resultados, foram  construídos vetores
contendo, além dos promotores
universais CMV e EF-1a, promotores
específicos de fígado, HAAT e F8p
(Figura 1).

 Vetores lentivirais e
plasmidiais foram construídos com
diferentes tipos de promotores, para
observar a especificidade dos
promotores em linhagens celulares de
fígado. Em todas as construções
realizadas foram utilizado o cDNA do
FVIII sem o dominio B (Figura 1).

No momento, estes vetores
estão sendo testados em culturas
celulares para posteriormente serem
aplicados em estudos in vivo.

Considerações finais

O crescente interesse em se
entender os mecanismos de regulação
da secreção e função do fator  VIII
leva à realização de experimentos
engenhosos que combinam
abordagens de bioquímica e
engenharia genética, trazendo
informações inusitadas sobre esse fa-
tor de coagulação sanguínea. Apesar
dos avanços  no desenvolvimento de
vetores mais seguros e nas técnicas
de transferência gênica, a resposta
imunológica do   hospedeiro contra o
transgene, as  dificuldades de
produção em larga  escala e sua
padronização, ainda são grandes
barreiras para seu uso clínico.

Estabelecer linhagens celu-
lares de mamíferos transformadas
com  construções recombinantes con-
tendo o FVIII que expressem a pro-
teína em níveis elevados será um pas-
so fundamental para novos avanços
na terapêutica da hemofilia e na carac-
terização dos  processos envolvidos na
biossíntese do fator VIII. Isto permitirá
também estabelecer, no Brasil, a
metodologia para a produção de
fatores de coagulação através de tec-

nologia de DNA recombinante.
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