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Imagem cedida pelos autores

Hemofilia A no Brasil

hemofilia é uma doenca

hemorrdgica hereditdria

resultante da deficiéncia

de uma das vdrias protei-
nas do sangue envolvidas no proces-
so de coagulacgio. Cerca de 350.000
pessoas em todo o mundo sofrem de
hemofilia A em que o fator VIII nio é
produzido, nao funciona ou existe em
quantidades reduzidas.

No Brasil, estima-se que exis-
tam cerca de 7000 hemofilicos que
sdo 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 nao dis-
ponivel na quantidade necessdria. No
mercado brasileiro cada unidade inter-
nacional (UD) de fator VIII é comer-
cializada ao preco médio de US $ 0,50.
A dispensaciao anual média por
hemofilico é de 30.000 Ul, aproxima-
damente US $ 15.000,00/ paciente/
ano, totalizando cerca de 100 milhdes
de délares por ano. O tratamento atu-
al para a hemophilia A é baseado na
infusdo intravenosa de concentrados
de FVIII, profilaticamente ou na ocor-
réncia de um sangramento. Os pro-
blemas com estes concentrados, inclu-
indo o alto custo, a inconveniéncia, e
o risco da transmissao de doencas vi-
rais, tais como, hepatitis e HIV, aumen-
taram o interesse em expressar este
fator em sistemas celulares i7 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 regiao 28 do braco lon-
go do cromossomo X (Xq28). E

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

Estrutura e funciao

A proteina deduzida da se-
quéncia de nucleotideos do ¢cDNA
contém 2351 aminodcidos. A andlise
da estrutura primdria mostrou a orga-
nizacio em dominios: Al- al- A2- a2-
B- a3- A3- C1- C2 , sendo a cadeia
pesada constituida pelos dominios A1-
al-A2-a2-B e a cadeia leve pelos
dominios a3-A3-C1-C2.

O fator VIII é uma glicoprotei-
na que ativa o fator X no processo da
coagulacio sangiiinea. E sintetizada
como um polipeptideo de cadeia Gni-
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 interacoes eletrostdticas e
hidrofébicas. O dominio B, o maior
dominio, nio participa da atividade
coagulante da proteina e sua func¢io
ainda permanece desconhecida.*

Expressao do fator VIII em
sistemas in vitro

Virios experimentos testaram
a transfeccio do gene do fator VIII,
na sua forma inteira ou sem o domin-
io B, em sistemas celulares, seguida
da avaliacio de sua atividade fun-
cional. Os estudos iniciais mostraram
niveis muito baixos de expressio
em todas as linhagens celulares
estudadas.>*7
Em principio, trés seriam os
fatores limitantes para a obtengao de
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Figura 1: A. Construcdes Lentivirais. As construcdes 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 EFl-alpha B. Constru-
coes plasmidiais. Nas construcdes plasmidiais o vetor utilizado foi o pCDNA3.1 e
diferentes promotores (CMV, HAAT, FVIIIp e EFl-alpha) foram clonados juntamente

com o FVIII sem o dominio B.

niveis elevados de expressio da pro-
teina do fator VIII: 1) o tamanho do
gene; 2) o seu baixo nivel de ex-
pressio de mRNA; e, 3) a secrecio
ineficiente do produto deste gene.

E conveniente destacar que,
apesar de mais elevados, os niveis de
expressio obtidos com o fator VIII sao
muito baixos quando comparados aos
obtidos para diversas outras proteinas.
Informacgdes adicionais sobre as mo-
dificagcdes pos-traducionais e o meca-
nismo de secre¢io do fator VIII tor-
nam-se primordiais para maior enten-
dimento deste aspecto.

Terapia génica para hemofilia A

A hemofilia A é uma doenca
que se presta para a terapia génica,
uma vez que se sabe muito sobre a
sua transmissio, sobre a localizacio
do gene defeituoso e sobre a estrutu-
ra e fungio do fator produzido por este
gene. E de se salientar que a concen-
tracao sanguinea de fator VIII obtida
nao € critica, sendo que um pequeno
aumento da concentra¢io plasmatica
de FVIII pode converter um quadro
de hemofilia grave em hemofilia mo-
derada.

O desenvolvimento da tera-
pia génica 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 hemofilicos. Ape-
sar de niveis terapeuticos de FVIII
serem detectados na circulagdo, a ex-
pressao declina gradualmente devido
ao tempo limitado de sobrevivéncia
das células transplantadas ou devido
ao silenciamento da transcricio do
transgene.>!?

O uso de vetores retrovirais
é dificultado pelo baixo titulo do vetor
e por baixos niveis de expressio do
FVIII. Recentemente, modificacdes
nos vetores retrovirais permitiu a
produgio de altos titulos do vetor'* 5,
apesar da incapacibilidade destes
vetores retrovirais de transduzir célu-
las quiescentes, limitando o seu uso
na terapia génica in vivo.

Vetores adenovirais podem
transduzir uma variedade de células,
incluindo células quiescentes e foi
observada eficiente produgio de FVIII
em transducdo in vivo.'® Esta ex-
pressio do FVIII foi gradualmente
perdida devido 4 resposta imune con-
tra o vetor ou contra o produto do
transgene.

Vetores lentivirais, baseados
no HIV, sio uma ferramenta promis-
sora para terapia génica, diferente-
mente do retrovirus MLV (Moloney
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murine leukemia based), os lentivirus
sdo capazes de transduzir estavel-
mente células quiescente em varios
orgaos > '7. Contudo, a resposta i-
mune do hospedeiro contra o produ-
to transgénico expresso pode resultar
na perda da expressao da proteina na
circulagao™ .

Resultados obtidos no Institu-
to de Medicina Transfusional de
Frankfurt mostram que células endo-
teliais progenitoras derivadas de
cordao umbilical (CBECs) ¥ e células
Hematopoiéticas® transduzidas com
vetor lentiviral contendo o cDNA do
FVIII mantém a expressio estivel do
FVIII por vdrias geragdes, indicando
que estas células podem ser usadas
futuramente na terapia génica. Além
disso, um estudo detalhado da via de
secrecao do FVIII mostra que do FVII
recombinante, com ou sem o dominio
B, expresso em células que nao secre-
tam o FVIII fisiologicamente fica reti-
do em compartimentos celulares,
como o reticulo endoplasmadtico, li-
mitando a secrecio deste fator* . And-
lise de fatores envolvidos na secrecio
do FVIII, linhagens celulares adequa-
das a expressio e secrecao, assim
como a utilizacio de determinados
promotores poderdo facilitar a ex-
pressio do FVIII recombinate.

Objetivos

O objetivo principal deste
projeto € produzir o fator VIII de co-
agula¢io em sistemas celulares in vi-
tro, por técnicas de engenharia recom-
binante. Este objetivo se justifica com
base no pressuposto de menor custo
€ maior seguranga, visto que seriam
produtos praticamente isentos de
agentes patogénicos, ao contririo do
produto obtido do plasma humano.

Em colaborac¢io com o Insti-
tuto de Medicina Transfusional de
Frankfurt objetivamos obter altos
niveis de fator VIII em linhagens ce-
lulares de mamifero e também a con-
strucao de vetores lentivirais para uma
futura aplicagio em estudos in vivo
(terapia génica).

Construcoes

Estudos usando a primeira
geracdo de vetores adenovirais



mostraram que promotores especificos
para figado, em vez de promotores
celulares fortes, podem aliviar a
ativacdo do sistema imune do
hospedeiro, sugerindo que a resposta
imune estd relacionada com a
transducao de células apresentadoras
de antigeno '°. Baseado nesses
resultados, foram construidos vetores
contendo, além dos promotores
universais CMV e EF-1a, promotores
especificos de figado, HAAT e F8p
(Figura 1).
Vetores
plasmidiais foram construidos com
diferentes tipos de promotores, para
observar a especificidade dos
promotores em linhagens celulares de
figado. Em todas as construgdes
realizadas foram utilizado o cDNA do
FVIII sem o dominio B (Figura 1).

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

lentivirais e

Consideracoes finais

O crescente interesse em se
entender os mecanismos de regulacio
da secrecio e funcio do fator VIII
leva a realizacio de experimentos
engenhosos que combinam
abordagens de bioquimica e
engenharia genética, trazendo
informacoes inusitadas sobre esse fa-
tor de coagulagio sanguinea. Apesar
dos avangos no desenvolvimento de
vetores mais seguros e nas técnicas
de transferéncia génica, a resposta
imunolégica do hospedeiro contra o
transgene, as dificuldades de
producio em larga escala e sua
padronizac¢ao, ainda sio grandes
barreiras para seu uso clinico.

Estabelecer linhagens celu-
lares de mamiferos transformadas
com construcdes recombinantes con-
tendo o FVIII que expressem a pro-
teina em niveis elevados serd um pas-
so fundamental para novos avancos
na terapéutica da hemofilia e na carac-
terizacdo dos processos envolvidos na
biossintese do fator VIII. Isto permitird
também estabelecer, no Brasil, a
metodologia para a produciao de
fatores de coagulacdo através de tec-
nologia de DNA recombinante.
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