
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Erika de Simone Molina 

 

 

Avaliação de indução de resposta imunológica ao fator VIII da coagulação humano 

recombinante no modelo murino de hemofilia A 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação Interunidades em Biotecnologia USP/ 

Instituto Butantan/IPT, para obtenção do Título 

de Mestre em Biotecnologia.   

 

Área de concentração: Biotecnologia 

 

Orientador: Dr. Marcos Angelo Almeida Demasi 

 

Versão original 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2013 

 



 
 

RESUMO 

 

MOLINA, E. S. Avaliação de indução de resposta imunológica ao fator VIII da 

coagulação humano recombinante no modelo murino de hemofilia A. 2013. 140 f. 

Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, 2013. 

O fator VIII da coagulação (FVIII) é utilizado para o tratamento da hemofilia A, um distúrbio 

hemorrágico causado pela deficiência plasmática deste fator, o qual pode ser obtido a partir de 

concentrados do plasma humano ou na sua forma recombinante. No Brasil, o Sistema Único 

de Saúde (SUS) fornece majoritariamente o FVIII derivado de plasma, cuja importação anual 

de aproximadamente 250 milhões de unidades internacionais (UI), correspondente a cerca de 

90 milhões de dólares, tendo sido destinada quase que exclusivamente ao tratamento 

emergencial dos pacientes. A fim de contribuir para a produção de biofármacos 

hemoderivados recombinantes no Brasil, nosso laboratório tem explorado uma alternativa 

mais eficiente para a produção do FVIII recombinante (rFVIII) em células de mamíferos, 

utilizando uma forma modificada da proteína. No entanto, variantes artificiais do rFVIII 

podem apresentar propriedades antigênicas imprevisíveis e induzir a formação diferenciada de 

anticorpos inibidores do FVIII, sendo, atualmente, a principal complicação associada à terapia 

de reposição de FVIII, acometendo 30% dos portadores da forma severa da hemofilia A. 

Nesse sentido, o principal objetivo do presente trabalho foi avaliar a imunogenicidade do 

variante artificial do rFVIII humano produzido em nosso laboratório (rFVIII-lab) utilizando 

um modelo murino de hemofilia A baseado em camundongos nocaute para o FVIII, tendo, 

como objetivos experimentais específicos, a purificação, caracterização de sua atividade 

funcional in vivo e caracterização da eventual imunogenicidade do rFVIII-lab, quando 

comparado a produtos de referência, um derivado de plasma (Fanhdi
®
) e outro recombinante 

disponível comercialmente (Kogenate
®

). A purificação do rFVIII-lab foi realizada a partir de 

meio de cultura condicionado pelo clone celular superprodutor do rFVIII-lab CHO-DG44 

H6A, cultivado em monocamada aderente e suplementado com soro fetal bovino, através de 

duas etapas cromatográficas (troca aniônica e afinidade à heparina) e uma etapa final de 

ultrafiltração, resultando na eliminação das principais impurezas contidas no meio de partida e 

obtenção do rFVIII-lab com atividade específica intermediária quando comparada aos 

produtos de referência. A caracterização da atividade funcional in vivo do rFVIII-lab foi 

realizada através de um ensaio estabelecido no laboratório, baseado na interrupção de um 

evento hemorrágico induzido em camundongos-modelo da hemofilia A, buscando-se uma 

avaliação quantitativa da eficácia de terapias anti-hemofílicas através de quatro parâmetros: 

tempo de sangramento, probabilidade de correção do fenótipo hemofílico, dose efetiva (ED50) 

e atividade plasmática do FVIII correspondente (EC50). Dados obtidos com um número ainda 

limitado de animais indicam que a atividade funcional observada para o rFVIII-lab foi similar 

quando comparada aos produtos de referência. A imunogenicidade do rFVIII-lab no plasma 

dos animais modelo da hemofilia A, submetidos a um regime de imunização, foi avaliada 

através da quantificação de anticorpos totais anti-FVIII utilizando-se ensaio imunoenzimático 

e anticorpos inibidores pelo ensaio Bethesda, tendo sido menos intensa quando comparada à 

imunogenicidade observada para os produtos de referência. A expectativa é que o presente 

estudo colabore para o estabelecimento de uma plataforma de produção do rFVIII no país 

visando o tratamento dos pacientes hemofílicos brasileiros. 

Palavras-chave: Biofármaco. Fatores de coagulação sanguínea. Fator VIII. Hemofilia. 

Inibidores. Biotecnologia. 



 
 

ABSTRACT 

 

MOLINA, E. S. Immunogenicity evaluation of recombinant clotting factor VIII in a 

murine model of hemophilia A. 2013. 140 p. Masters thesis (Biotechnology) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013.  

Factor VIII replacement therapy employing either Factor VIII (FVIII) concentrates 

from blood plasma or, alternatively, recombinant FVIII, is the standard care for management 

of hemophilia A, a genetic bleeding disorder caused by plasmatic deficiency of FVIII. In 

Brazil, the National Health System (SUS) provides annually about 250 million international 

units (IU) of imported plasma-derived FVIII which is almost exclusively used for on demand 

treatment of hemophilic patients, corresponding to estimated costs of  USD $90 million. In 

order to contribute to the establishment of a standardized process to produce recombinant 

blood products locally, our group has been exploring a more efficient alternative for 

recombinant FVIII production in mammalian cells employing an engineered artificial variant 

of the protein. However, rFVIII artificial variants may present unpredictable antigenic 

properties and promote differential immune responses associated with generation of FVIII 

inhibitors. Since this naturally occurs in 30% of severely affected hemophilic patients, being 

currently considered the main complication related to FVIII replacement therapy, the main 

objective of this study was to evaluate the immunogenicity of the recombinant clotting factor 

VIII artificial variant produced in our laboratory (rFVIII-lab), using a murine model of 

hemophilia A. The specific experimental objectives of this work were to purify and evaluate 

the in vivo functional activity and immunogenicity of rFVIII-lab compared to plasma derived 

(Fanhdi
®

) and the commercially available recombinant (Kogenate FS
®
) reference products. 

The starting material for rFVIII-lab purification was conditioned culture medium harvested 

from the highly producing CHO-DG44 H6A cell clone grown under adherent monolayer 

culture with fetal bovine serum supplemented medium. Our purification strategy was based on 

two chromatographic steps (anion exchange and heparin affinity), followed by an 

ultrafiltration step. Upon removal of the major impurities from the starting material, the 

purified rFVIII-lab presented an intermediary specific activity when compared to the 

reference products. The functional activity of rFVIII-lab was evaluated in vivo using Fviii 

knockout mice by a tail bleeding assay modified in our laboratory to quantitatively assess the 

efficacy of anti-hemophilic therapies using four parameters, namely: the bleeding time, the 

probability of hemophilic phenotype correction, the effective dose (ED50) and its 

corresponding plasma FVIII activity (EC50).  Data obtained from a still limited number of 

animals indicated that rFVIII-lab functional activity was similar to that observed using the 

reference products. The immunogenicity of rFVIII-lab was evaluated by quantification of 

total anti-FVIII antibodies through immunoenzimatic assay and inhibitors antibodies through 

Bethesda assay in the plasma of immunized hemophilic mice and our data revealed a reduced 

FVIII immune response to rFVIII-lab when compared to the response of mice treated with 

reference products. Characterization of the immunogenicity of rFVIII-lab is expected to 

contribute to the establishment of a platform for local production of recombinant FVIII, 

aiming at treatment of Brazilian hemophilic patients. 

Keywords: Biopharmaceutical. Clotting factors. Factor VIII. Hemophilia A. Inhibitors. 

Biotechnology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A hemofilia A e o fator VIII da coagulação 

 

As coagulopatias são distúrbios hemorrágicos causados por um aumento significativo no 

tempo de coagulação sanguínea, manifestando-se através de hemorragias excessivas e/ou 

espontâneas. A forma mais comum de coagulopatias é conhecida como hemofilia do tipo A 

(HA) ou clássica
1
, e refere-se à deficiência funcional de uma glicoproteína não enzimática, 

denominada fator VIII da coagulação (FVIII), incidindo em aproximadamente 1: 10.000 

indivíduos, predominantemente do sexo masculino, devido à herança recessiva do fenótipo 

hemofílico ligada ao cromossomo X (OLDENBURG; ANANYEVA; SAENKO, 2004; 

STONEBRAKER et al., 2010). A gravidade da hemofilia A é classificada de acordo com a 

disponibilidade plasmática de FVIII nos pacientes. Na hemofilia A classificada como leve há 

entre 6 e 35% de FVIII circulante e menor risco de sangramentos espontâneos, sendo mais 

frequente hemorragias excessivas após cirurgias ou traumatismos. Na hemofilia A classificada 

como moderada há entre 1 a 5% de FVIII circulante, e na classificada como severa há menos 

de 1% de FVIII circulante, estando esta última associada a um maior risco de hemorragias 

espontâneas em tecidos internos, principalmente articulações e músculos, podendo ser fatais 

quando intracraniais (KONKLE et al., 2000). A principal causa de morbidez entre os 

hemofílicos quando não tratados deriva dos sangramentos nas articulações, denominados 

hemoartroses, os quais levariam comumente ao comprometimento do joelho, cotovelo, 

tornozelo, quadril e/ou ombro quando reincidentes, e assim prejudicando ou até mesmo 

impossibilitando a movimentação e locomoção desses indivíduos. Apesar do mecanismo pelo 

qual o sangramento na articulação induziria à artropatia não estar completamente esclarecido, 

tem sido sugerido que diversos constituintes do sangue, como enzimas, citocinas, fatores de 

crescimento e, em especial, o depósito de hemosiderina, um produto da hemólise, na 

membrana sinovial, estimulariam o processo de degeneração e colapso articular (LUCK et al., 

2004; VALENTINO, 2010).  

Geralmente, a deficiência de FVIII é causada por mutações, deleções e/ou inserções no 

loco FVIII (OLDENBURG; EL-MAARRI, 2006). O gene FVIII localiza-se na banda 28 do 

braço longo do cromossomo X, compreende 186 kpb e 26 fragmentos exônicos, codificando 

                                                
1
 A segunda variante mais comum de hemofilia (1: 25.000 indivíduos) é do tipo B, causada pela deficiência do 

Fator IX da coagulação sanguínea no plasma (LARSON; HIGH, 1992). 
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para um polipeptídeo precursor de 2.351 resíduos de aminoácidos, sendo que os 19 resíduos 

da extremidade N-terminal compõem o peptídeo sinal (GITSCHIER et al., 1984). Após sua 

síntese, o polipeptídeo precursor, com aproximadamente 330 kDa e formada por três tipos de 

domínios distintos (A, B e C) e três regiões acídicas (a), organizados em A1-a1-A2-a2-B-a3-

A3-C1-C2, é direcionado para o retículo endoplasmático, local em que interage com proteínas 

chaperonas como calreticulina, calnexina (PIPE SW, MORRIS JA, SHAH J, 1998) e proteína 

ligante de imunoglobulinas Bip (BiP – Binding immunoglobulin Protein), que participam do 

processo de dobramento protéico assistido do FVIII (SWAROOP et al., 1997). No retículo 

endoplasmático também tem início as modificações pós-traducionais, em especial a N-

glicosilação de 25 sítios de arginina potenciais, 19 deles localizados apenas no domínio B 

(KOSLOSKI; MICLEA; BALU-IYER, 2009), e então a molécula é direcionada ao aparelho 

de Golgi, local em que continua a ser processado pós-traducionalmente por O-glicosilação, 

modificação dos oligossacarídeos N-ligados, sulfatação de seis resíduos de tirosina e também 

processamento proteolítico da molécula, resultando em uma clivagem no resíduo Arg 1648 

por endoprotease(s) da família das furinas (LENTING; VAN MOURIK; MERTENS, 1998). 

Após o processamento proteolítico, o FVIII maduro é secretado e encontrado no plasma como 

um heterodímero composto por uma cadeia pesada (HCh), contendo os domínios A1-a1-A2-

a2-B, e de massa molecular estimada em aproximadamente 220 kDa, associada, através de 

interações dependentes de cátions divalentes, à cadeia leve (LCh), contendo os domínios a3-

A3-C1-C2, e de massa molecular estimada em aproximadamente 80 kDa (FANG; WANG; 

WANG, 2007; KAUFMAN et al., 1997). Na circulação sanguínea, o FVIII apresenta uma 

meia vida de aproximadamente 12 horas quando estabilizado pelo fator de Von Willebrand 

(vWF)
2
, outra proteína plasmática multimérica, e que, entre outras funções, direciona o FVIII 

aos sítios de perda da integridade vascular (FISCHER et al., 2009; LENTING; VAN 

MOURIK; MERTENS, 1998). O FVIII possui um papel fundamental na propagação de uma 

cascata de eventos proteolíticos, conhecida como via intrínseca da coagulação sanguínea, que 

ocorre como parte da reposta a perda de integridade do sistema vascular, conhecida como 

hemostasia, e cuja principal função é interromper o sangramento. 

Quando ocorre uma lesão de um vaso sanguíneo, a resposta hemostática é iniciada 

através da vasoconstrição e da aderência das plaquetas sobre o colágeno adjacente exposto, 

formando o tampão plaquetário primário, sendo esta resposta inicial conhecida como 

                                                
2
 Deficiência de fator de Von Willebrand no plasma resulta em uma doença hemorrágica hereditária e 

autossômica conhecida como doença de Von Willebrand (GOODEVE, 2010). 
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hemostasia primária. A vasoconstrição é um evento importante para reduzir a perda sanguínea 

inicial, principalmente nos microvasos. Desconhecem-se quais os mecanismos que governam 

a resposta de vasoconstrição, devendo ser controlada, provavelmente, pela ação conjunta de 

fatores liberados pelas células endoteliais e plaquetas. A adesão inicial plaquetária é 

promovida por interações de receptores de superfície das plaquetas, principalmente a 

glicoproteína de membrana IV e a integrina α2β1, com o colágeno e outras proteínas da 

matriz extracelular presentes no tecido subendotelial (FARNDALE et al., 2004). A 

estabilização e propagação do tampão plaquetário primário é promovido, em parte, pela ação 

do vWF, proveniente do plasma e da secreção das células endoteliais e das próprias plaquetas. 

O vWF, na sua forma multimérica, interage com o colágeno e com a glicoproteína de 

membrana plaquetária Ib, acentuando, desta forma, as interações entre as plaquetas e o 

colágeno, bem como entre as próprias plaquetas (MEYER et al., 1991). A formação desse 

agregado plaquetário primário faz com que ocorra a ativação plaquetária, iniciando assim a 

modificação da sua morfologia, bem como a liberação de grânulos armazenados no seu 

citosol para o meio extracelular. O conteúdo desses grânulos inclui vários mediadores 

químicos, entre eles a serotonina, o fator ativador de plaquetas, adenosina difosfato e o 

tromboxano A2, e proteínas, como o fator plaquetário 4 e o vWF, os quais contribuem para a 

propagação da ativação plaquetária (FARNDALE, 2006). No entanto, os eventos de 

vasocontrição e formação do tampão plaquetário primário, de natureza instável e facilmente 

removido pela ação do fluxo sanguíneo, não são suficientes para interromper um sangramento 

de forma permanente. Para a estabilização do tampão plaquetário primário é necessário que 

ocorra, concomitantemente com a resposta hemostática primária, o processo de hemostasia 

secundária para a formação de um tampão impermeável e interrupção permanente do 

sangramento. Esse processo promove a formação de uma malha proteica sobre o tampão 

plaquetário, composta principalmente de um polímero de uma proteína filamentar conhecida 

como fibrina, através da interação coordenada de várias proteínas plasmáticas, de superfície 

celular e da matriz extracelular, conhecida como cascata da coagulação (ARNOUT; 

HOYLAERTS; LIJNEN, 2006). 

O modelo atual que descreve o mecanismo da cascata da coagulação é baseado em 

vários estudos conduzidos ao longo dos últimos 150 anos que identificaram os componentes 

bioquímicos desse processo; descreveram parâmetros termodinâmicos, estequiométricos e 

catalíticos destes componentes e das reações em que participam; identificaram as interações 

moleculares entre estes componentes; e descreveram a dinâmica fisiológica destas interações 
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e aspectos clínico-patológicos associados à disfunção de determinados componentes 

(HOCKIN et al., 2002; HOFFMAN; MONROE, 2001; VIRCHOW, 1856) 

O conceito de reações proteolíticas sequenciais, nas quais um precursor inativo é 

convertido na sua forma ativa, o qual, por sua vez, promove a ativação do componente 

subsequente da via culminando com a ativação da trombina, a enzima responsável pela 

conversão do fibrinogênio em fibrina, surgiu no início da década de 1960 após a identificação 

bioquímica de vários dos componentes desta cascata de sinalização (MACFARLANE, 1964). 

Posteriormente, esse conceito foi refinado no sentido de incluir as observações de que alguns 

componentes dessa cascata eram na verdade cofatores enzimáticos, que não possuíam 

atividade proteolítica (NEMERSON; FURIE, 1980). Baseando-se em ensaios funcionais in 

vitro, postulou-se uma configuração para cascata de coagulação em forma de Y, onde duas 

vias de ativação, as vias extrínseca e intrínseca, aparentemente independentes e redundantes, 

culminavam em uma via comum de ativação do fator X, que, associado ao fator V ativado, 

ativaria a trombina, levando assim à formação de fibrina. Segundo esse modelo, a via 

extrínseca de coagulação seria iniciada pela interação do fator VII ativado com uma 

glicoproteína de membrana conhecida como fator tecidual (TF – Tissue Factor) ou fator III, 

este último um fator extrínseco à circulação sanguínea. Já a via intrínseca seria composta 

apenas por fatores plasmáticos, e seria iniciada pela ativação do fator XII em um contexto de 

lesão vascular (NOSSEL, 1967). 

Entretanto, esse modelo não era suficiente para explicar algumas observações clínicas, 

como, por exemplo, o fato dos portadores da forma severa das hemofilias A e B, nos quais a 

via intrínseca não é funcional, apresentarem um fenótipo grave de sangramentos quando, 

teoricamente, esta disfunção poderia ser compensada pela atividade natural da via extrínseca 

da coagulação. O mesmo ocorre no caso contrário, na deficiência congênita da proconvertina 

(disfunção do fator VII), um tipo grave de hemofilia congênita associada à disfunção da via 

extrínseca, e que também não é compensada pela atividade normal da via intrínseca. Por outro 

lado, a disfunção dos fatores que iniciam a via intrínseca da coagulação (cininogênio de alto 

peso molecular, pré-calicreína e fator XII), não causa um fenótipo hemofílico (HOFFMAN; 

MONROE, 2005; MONROE; HOFFMAN, 2006).  

Atualmente, o modelo mais aceito da cascata da coagulação é aquele que associa os 

mecanismos fisiológicos da resposta hemostática à atividade de três complexos enzimáticos 

com atividade pró-coagulante (HOFFMAN; MONROE, 2001). Esses complexos enzimáticos 

são formados em superfícies membranares específicas, e são compostos por serino-proteases 

dependentes da vitamina K, associadas à cofatores enzimáticos ligados a estas superfícies 
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membranares. A formação desses complexos enzimáticos requerem a apresentação de uma 

superfície membranar particular gerada por lesão ou ativação celular, a conversão de um 

zimogênio em uma serino-protease ativa, e a ativação proteolítica de um pró-cofator 

enzimático plasmático, no casos dos fatores V e VIII, ou a expressão de um cofator de 

membrana, no caso do fator tecidual. Atualmente é consenso que a cascata da coagulação se 

inicia através da formação do complexo enzimático composto por uma pequena do fração 

Fator VII plasmático que circula na forma ativa, e o fator tecidual na superfície das células 

subendoteliais. A atividade desse complexo é suficiente para ativar pequenas quantidades dos 

fatores XI, IX e X, e, subsequentemente, de trombina. Em uma alça de retro-alimentação 

positiva, a trombina ativa, através de eventos proteolíticos, vários fatores, entre eles o próprio 

fator VII, e os cofatores V e VIII, possibilitando a formação dos outros dois complexos 

enzimáticos na superfície de plaquetas ativas, a tenase intrínseca, que converte o fator X na 

sua forma ativa, formado pela forma ativa do fator IX e seu cofator, o fator VIII ativado, e a 

pró-trombinase, que converte a pró-trombina em trombina, formado pelo fator X ativo e seu 

cofator, o fator V ativado. Assim, nesse modelo, a relação funcional entre as antigas vias 

extrínseca e intrínseca da coagulação é mais intrincada, sendo que o papel da via extrínseca 

seria iniciar o processo e o da via intrínseca de amplificação e propagação da cascata. Esse 

processo é limitado ao sítio de lesão devido a necessidade de superfícies celulares específicas 

que são mantidas segregadas no caso de um endotélio íntegro e normofuncional, e também 

devido a atividade de proteínas com atividade anti-coagulantes e alças de retro-alimentação 

negativas (MONROE; HOFFMAN, 2006). O resultado final é a conversão, apenas no sítio de 

lesão, do fibrinogênio em fibrina pela ação da trombina, e a formação de uma malha insolúvel 

de fibrina pela ação do fator XIII, também ativado pela trombina (WOLBERG; CAMPBELL, 

2009). Segundo esse modelo, a hemofilia A seria caracterizada por uma extensão moderada 

da duração da fase de iniciação da cascata da coagulação e uma redução moderada na 

formação de fibrina, acompanhadas por uma supressão severa da fase de propagação e 

amplificação, e, consequentemente, da geração de trombina ativada. Nesse contexto, a 

principal consequência fisiológica da disfunção do FVIII é um aumento no tempo para a 

formação do coágulo (MANN, 1999). Segundo esse modelo também, a disfunção do FVIII 

poderia ser compensada por derivação enzimática, o que é explorado em algumas alternativas 

terapêuticas, como descrito mais adiante. 

Como mencionado acima, a trombina catalisa a ativação do Fator VIII da coagulação, 

clivando-o em três sítios específicos (Arg372, Arg740 e Arg1689). Após a clivagem do FVIII 

pela trombina, são liberados o domínio B e a região a3, e o FVIII assume a sua forma ativa 
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(FVIIIa), de configuração  trímera A1/A2/A3-C1-C2, apta a atuar como cofator na via 

intrínseca do sistema de coagulação sanguínea. Esse trímero é extremamente instável, sendo 

inativado principalmente pela sua dissociação (LENTING; VAN MOURIK; MERTENS, 

1998). O montante representativo de FVIII encontrado no plasma humano é estabelecido 

como uma atividade internacional (UI) de FVIII, servindo como padrão de referência 

internacional e fornecendo uma base estável para calibrações secundárias, utilizadas em 

estudos realizados com o FVIII (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 

2010; NATIONAL INSTITUTE FOR BIOLOGICAL STANDARDS, 2010; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2006). 

 

1.1.1 Tratamento para hemofilia A 

 

O primeiro tratamento efetivo para hemofilia A foi obtido em 1840
 
através de 

transfusões sanguíneas (FARR, 1981), que foram substituídas, a partir de 1957, por 

concentrados de FVIII obtidos a partir da crioprecipitação de plasma de doadores humanos 

(ALLAIN, 1979). A introdução dos concentrados de FVIII alterou drasticamente o 

prognóstico dos portadores da hemofilia A, principalmente da forma severa, elevando de 

forma significativa as suas expectativas de vida. A partir da década de 1960, a expectativa de 

vida dos portadores da forma severa da hemofilia A, que era de 11 anos ou menos, passou 

para cerca de 70 anos (JONES; RATNOFF, 1991). A introdução dos concentrados também 

possibilitou a adoção da terapia domiciliar aos hemofílicos, o que permitiu uma redução 

marcante da morbidade associada à doença, e uma melhora na qualidade de vida destes 

pacientes. O sucesso alcançado com a terapia de reposição do FVIII nos pacientes hemofílicos 

durante as décadas de 1960 e 1970 sofreu um importante retrocesso no início da década de 

1980 devido à contaminação viral dos concentrados de FVIII. Na época, não existiam critérios 

rigorosos para a seleção dos doadores, e os concentrados obtidos não eram submetidos a 

nenhum tratamento para inativação viral. Estima-se que durante a década de 1980 a maioria 

dos pacientes hemofílicos foi contaminada com os vírus causadores da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA ou AIDS, a sigla em inglês), e das hepatites B e C 

(FRANCHINI; MANNUCCI, 2012; MANNUCCI et al., 2008). Durante o período de 1981 a 

1984, estima-se que mais de 50% da população de pacientes hemofílicos americanos foram 

contaminados com o vírus da imunodeficiência humana (EVATT, 2006). Esses fatos 

contribuíram para que a mortalidade dos hemofílicos americanos, entre os anos de 1987 e 

1989, triplicasse, sendo que as principais causas de óbito mudassem de sangramento 
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intracranial e outros sangramentos em tecidos moles, para complicações decorrentes da AIDS 

ou cirrose associada à hepatite (CHORBA et al., 1994). 

Este cenário fez com que se estabelecessem medidas mais rígidas para a obtenção dos 

concentrados de FVIII a partir de plasma de doadores humano. Desde então, o FVIII obtido 

de plasma passa por um processamento e controle extremamente rigorosos, fazendo com que 

sua utilização seja segura, principalmente quanto ao potencial de transmissão de vírus, como 

os causadores da AIDS e das hepatites B e C (EVATT, 2012). Outra modificação importante 

que ocorreu no manejo dos pacientes hemofílicos, catalisada pela crise da década de 1980, foi 

a obtenção e comercialização da forma recombinante do FVIII humano (rFVIII). O rFVIII é 

obtido através da engenharia genética de células de mamífero em cultura de forma que estas 

células passem a produzir o rFVIII e secretá-lo para o meio extracelular, de onde então ele 

pode ser purificado. O primeiro rFVIII foi produzido pela Baxter, sendo seus primeiros testes 

clínicos iniciados em 1987 e a seu licenciamento obtido em 1992 (WHITE GC, MCMILLAN 

CW, KINGDON HS, 1989). A primeira geração desses biofármacos envolvia a utilização de 

produtos de origem humana ou animal durante o processo de obtenção e formulação do 

rFVIII, o que conferia um risco teórico de contaminação viral destes produtos, embora este 

risco fosse percebido como menor do que àquele associado à utilização do FVIII derivado de 

plasma. A segunda geração de produtos, introduzida no final da década de 1990, não utilizava 

produtos de origem humana ou animal na formulação, e, a partir da primeira metade dos anos 

2000, foram introduzidos os produtos da terceira geração, cujo processo de obtenção e 

formulação são completamente livres de proteínas de origem humana ou animal 

(FRANCHINI; LIPPI, 2010). Com a utilização do rFVIII de terceira geração o risco de 

contaminação viral dos pacientes hemofílicos é praticamente inexistente. Existe uma 

tendência, principalmente nos países da Europa Ocidental e América do Norte, de se adotar 

exclusivamente o rFVIII para o tratamento de seus pacientes hemofílicos. Nos Estados 

Unidos, cerca de 70% do FVIII utilizado é recombinante, sendo que no Canadá e Irlanda, o 

uso exclusivo da forma recombinante foi adotado como parte das políticas nacionais de Saúde 

nesses países (MANNUCCI, 2003). 

A terapia de reposição do FVIII para o tratamento dos pacientes hemofílicos pode ser 

realizada sob demanda, ou seja, após a ocorrência do episódio hemorrágico, ou de maneira 

profilática, a qual pode ser subdividida em profilaxia primária ou secundária. O tratamento 

profilático idealmente tem sido recomendado para os pacientes portadores da hemofilia A 

severa buscando prevenir as hemoartroses, e consequentemente a morbidez entre esses 

pacientes, sendo que o tratamento profilático primário envolve a reposição ininterrupta do 



23 

 

 
 

FVIII por longo prazo e previamente ao início do dano articular, em geral antes dos três anos 

de idade. Já o tratamento profilático secundário envolve os pacientes em idade adulta, e pode 

ser realizado a curto ou longo prazo, dependendo do risco potencial de traumas, tendo muitas 

vezes início após o estabelecimento de artropatias (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). O 

tratamento profilático tem sido adotado principalmente nos países da Europa Ocidental e 

América do Norte, especialmente na Suécia (KHAIR et al., 2008). 

 

1.1.2  Desafios atuais no manejo da hemofilia A 

  

Na última década, a segurança se tornou uma questão secundária no tratamento da 

hemofilia, não tendo sido reportado um único caso de contaminação de pacientes hemofílicos, 

tratados com FVIII derivado de plasma ou recombinante, desde 1996 (MANNUCCI, 2008), 

embora exista um risco teórico, associado principalmente à utilização do FVIII purificado de 

plasma, quanto ao aparecimento de patógenos ainda não caracterizados, e que, eventualmente, 

poderiam deixar de ser removidos ou inativados com a tecnologia de produção destes 

concentrados utilizada atualmente (MEEKS; JOSEPHSON, 2006). Nos últimos 15 anos, 

outras questões de grande interesse, relacionadas ao manejo da hemofilia A, têm direcionado 

os esforços em pesquisa e desenvolvimento nesta área.  

Uma dessas questões é o fato da produção de FVIII derivado de plasma e rFVIII ser 

insuficiente para atender uma demanda mundial crescente. Estima-se que cerca de 80% da 

população mundial de hemofílicos não tenha acesso a qualquer tipo de terapia (MANNUCCI, 

2003). Além disso, essa produção limitada do FVIII impede que o protocolo de profilaxia 

primária seja oferecido de forma mais abrangente, principalmente nos países em 

desenvolvimento (BERNTORP; FISCHER; MINERS, 2012).  No caso do fator VIII derivado 

de plasma, um dos principais problemas é a crescente escassez de plasma humano, matéria-

prima para a purificação do pFVIII, e que está associada à uma demanda cada vez maior por 

proteínas derivadas de plasma humano (BURNOUF, 2011; FARRUGIA et al., 2002). No caso 

do rFVIII, apesar de ser uma fonte potencialmente inesgotável de FVIII, ele ainda é produzido 

em quantidades insuficientes para atender a demanda mundial. Um dos fatores que 

contribuem para esse cenário é o fato da produção comercial de rFVIII permanecer 

centralizada e restrita a poucas empresas, sendo que cerca de sete produtos estão ou já 

estiveram licenciados para o tratamento da hemofilia A, como descrito na Tabela 1 (CENTRO 

DE GESTÃO E ESTUDOS ESTRATÉGICOS, 2006; FRAMPTON; WAGSTAFF, 2008). 
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Tabela 1 - Características dos produtos de fator VIII recombinantes comerciais. 

Os produtos de fator VIII recombinantes que estão ou já estiveram licenciados para o tratamento da hemofilia A, 

classificados como de primeira, segunda ou terceira geração, estão descritos de acordo com suas características de 

produção (molécula e linhagem celular), purificação e formulação do rFVIII, incluindo os valores de atividade 

específica do produto final, com base em dados descritos na literatura (FRAMPTON; WAGSTAFF, 2008; LEE; 

BERNTORP; HOOTS, 2011).  

 

Outro fator relacionado a produção industrial insatisfatória do rFVIII está ligado à 

complexidade associada ao próprio processo de obtenção do rFVIII. A produção do rFVIII 

exige a utilização de células eucarióticas, em especial devido à complexidade do seu 

processamento durante sua biossíntese, sendo essenciais para a atividade biológica da 

molécula. Dessa forma, o rFVIII é produzido em sistemas de expressão em células de 

mamíferos (KAUFMAN; WASLEY; DORNER, 1988), principalmente utilizando linhagens 

derivadas das células CHO (Chinese Hamster Ovary) e BHK (Baby Hamsnter Kidney). No 

entanto, a produção de rFVIII em sistemas de expressão em células de mamíferos apresenta 

baixos níveis de rendimento, sendo cerca de duas a três ordens de magnitude menor do que 

outras proteínas recombinantes de pesos moleculares similares e obtidas através de estratégias 

semelhantes (LYNCH et al., 1993). Diversos fatores já foram descritos como sendo limitantes 

para uma produção mais eficiente do rFVIII, entre os quais: a) a expressão do mRNA do 
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FVIII ser reprimida por um silenciador de transcrição presente em sua região codificadora 

(HOEBEN et al., 1995) b) o acúmulo de mRNA do FVIII ser inibido por sequências de 

nucleotídeos distribuídas em sua região codificadora; c) a necessidade de um mecanismo 

específico de dissociação de agregados do FVIII no interior do retículo endoplasmático 

(TAGLIAVACCA; WANG; KAUFMAN, 2000); d) a necessidade de outro mecanismo 

específico de transporte do retículo endoplasmático para as cisternas do aparelho de Golgi 

(KAUFMAN et al., 1997); e) a secreção do FVIII ser inibida por regiões de aminoácidos 

presentes em sua região codificadora (MARQUETTE; PITTMAN; KAUFMAN, 1995); f) a 

instabilidade do rFVIII após a sua secreção para meio extracelular  (WISE et al., 1991). 

O conhecimento acumulado nas últimas três décadas sobre a estrutura, função e a via 

biossintética do Fator VIII tem permitido a obtenção de variantes artificiais do rFVIII com o 

objetivo de contornar algumas dificuldades associadas à sua produção. Neste sentido, uma 

linha de pesquisa e desenvolvimento muito ativa no campo da hemofilia A é a obtenção de 

formas artificiais do rFVIII associadas com uma maior produtividade em plataformas 

industriais baseadas no sistema de expressão em células de mamíferos, como, por exemplo, 

variantes contendo deleções parciais do domínio B, como, por exemplo, o variante conhecido 

como N8 (CHRISTIANSEN et al., 2010), atualmente em ensaios clínicos de fase 3 

(MARTINOWITZ et al., 2011), ou contendo mutações associadas à uma secreção mais 

eficiente do rFVIII, como o variante conhecido como F309S (MIAO et al., 2004).   

Outro desafio atual associado ao manejo da hemofilia é melhorar os regimes de 

administração profilática do FVIII, atualmente realizada a cada dois ou três dias devido a 

meia-vida curta do FVIII, de cerca de 12 horas (FISCHER et al., 2009). Neste sentido, tem-se 

buscado modificar a sequência do rFVIII com o objetivo de se aumentar a meia-vida 

plasmática da molécula, como, por exemplo, o variante conhecido como IR8, que é resistente 

à inativação por proteólise e dissociação do trímero ativo (PIPE; KAUFMAN, 1997) e o 

variante conhecido como rFVIII-Fc, obtido através da deleção parcial do domínio B do FVIII 

e fusão da sequência polipeptídica remanescente com a região Fc da imunoglobulina humana 

IgG1 (DUMONT et al., 2012). Outra alternativa que tem sido perseguida buscando o aumento 

da meia-vida consiste na modificação da apresentação do rFVIII, como, por exemplo, a 

formulação contendo complexos não covalentes entre o rFVIII e lipossomos peguilados, 

conhecidos como rFVIII-PEG-Lip (DI MINNO et al., 2010). Atualmente, dois desses 

complexos rFVIII-PEG-Lip, denominados BAX 855 (Baxter) e BAY 94–9027 (Bayer), tem 

sido avaliados em estudos clínicos (IVENS et al., 2013).    
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Outra linha de investigação bastante ativa está relacionada à busca de modalidades 

terapêuticas mais duradouras, ou até mesmo a cura da hemofilia A. Neste contexto, existem 

vários trabalhos na literatura descrevendo modalidades terapêuticas alternativas para a 

hemofilia A baseadas em protocolos experimentais envolvendo as terapias gênica e celular. A 

hemofilia A é uma doença genética particularmente interessante para esse tipo de abordagem 

por ser monogênica, e também devido à possibilidade de pequenos aumentos nos seus níveis 

plasmáticos se traduzirem em ganhos clínicos importantes (HIGH, 2012). A terapia gênica, no 

caso da hemofilia A, envolve a utilização de sequências codificantes funcionais do FVIII, que, 

através da utilização de vetores ou metodologias de entrega gênica, são internalizadas, 

idealmente, por células somáticas do organismo, as quais passam a produzir a proteína. Os 

avanços mais significativos no campo da terapia gênica têm sido obtidos através da utilização 

de vetores virais como ferramenta de entrega gênica, como, por exemplo, lentivírus e o vírus 

adeno-associado (AAV), sendo que, no caso da hemofilia A, todos os trabalhos publicados 

são estudos pré-clínicos. O resultado mais promissor descrito até o momento foi obtido 

recentemente em um estudo clínico envolvendo seis pacientes com a forma severa da 

hemofilia B, os quais foram submetidos a uma infusão venosa de AAV do sorotipo 8 

recombinante para expressão do fator IX especificamente no fígado, sendo que, quatro deles, 

ao longo de dois anos após o procedimento, deixaram de necessitar de infusões profiláticas 

primárias do fator IX (NATHWANI et al., 2011). Embora os resultados sejam promissores, 

ainda existem muitas questões técnicas e relacionadas à biossegurança envolvendo a 

utilização dessa alternativa, como, por exemplo, os efeitos adversos de genotoxicidade 

decorrentes da incorporação do material genético exógeno ao genoma das células somáticas 

(BOHNE; CATHOMEN, 2008), ou ainda a possibilidade de incorporação desse material 

genético exógeno ao genoma de células germinativas dos pacientes, e assim conferir a 

transmissão vertical da informação (MARSHALL, 2001). 

Já a terapia celular como abordagem terapêutica para o tratamento da hemofilia A é 

uma modalidade que envolve o transplante de células vivas, modificadas geneticamente ou 

não, em pacientes hemofílicos com o intuito de restabelecer, ainda que parcialmente, a 

produção do fator VIII. Parte das abordagens descritas envolvem a modificação genética de 

células autólogas in vitro, como, por exemplo, megacariócitos (OHMORI et al., 2006), 

precursores circulantes de células endoteliais (MATSUI, 2012), células tronco 

hematopoiéticas (IDE et al., 2010), linfócitos B (RAMEZANI; ZWEIER-RENN; HAWLEY, 

2011), e o posterior transplante destas células em modelos animais de hemofilia A. Em outras 

abordagens, o transplante é realizado com células normais que naturalmente expressam o 
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FVIII, como o transplante de células endoteliais sinusoidais hepáticas no fígado (KUMARAN 

et al., 2005), ou de células que potencialmente podem se diferenciar em células produtoras de 

FVIII, como, por exemplo, o transplante das células de Kupfer no fígado (FOLLENZI et al., 

2012), de células progenitoras do baço (ARONOVICH et al., 2006), ou de células-tronco de 

pluripotência induzida (YAKURA et al., 2013). Todos os trabalhos envolvendo abordagens 

de terapia celular publicados até o momento consistem de estudos pré-clínicos, e os dados 

quanto a eficácia e segurança, apesar de promissores, ainda necessitam ser confirmados por 

mais estudos.   

Finalmente, o principal desafio no manejo da hemofilia A está relacionado com a 

formação de aloanticorpos neutralizantes do FVIII, conhecidos como inibidores, atualmente a 

principal complicação associada ao tratamento da hemofilia (WORLD FEDERATION OF 

HEMOPHILIA, 2009). Estima-se que em cerca de 30% dos pacientes hemofílicos, em geral 

pacientes portadores de hemofilia A severa, ocorra uma resposta imunológica ao serem 

tratados com o FVIII, culminando na formação de anticorpos que reconhecem domínios 

funcionais do FVIII administrado e interferem em sua atividade coagulante. A formação de 

anticorpos inibidores torna a quantidade de FVIII administrada aos pacientes menos efetiva 

e/ou insuficiente para o tratamento da hemofilia A (EHRENFORTH et al., 1992; WORLD 

FEDERATION OF HEMOPHILIA, 2009).  

Os anticorpos inibidores formados durante a terapia de reposição do FVIII são 

policlonais de classe IgG, cuja produção em humanos e camundongos acredita-se ser célula T 

dependente (QIAN et al., 2000; REIPERT et al., 2001). Tipicamente, células apresentadoras 

de antígenos imaturas, mediante sinalização de perigo (danger signal), são ativadas e 

apresentam os antígenos do FVIII administrado associado a moléculas do complexo principal 

de histocompatibilidade (MHC) de classe II. Quando células T CD4
+
 reconhecem o peptídeo 

apresentado no contexto de MHC, juntamente com moléculas co-estimulatórias, as células T 

CD4
+
 podem se diferenciar e intensificar a produção de anticorpos pelos linfócitos B, evento 

crítico para o desenvolvimento dos inibidores (REIPERT et al., 2007)
.
 No entanto, até o 

momento não há evidências de que a molécula do FVIII contenha em sua própria estrutura 

quaisquer padrões moleculares associados à indução da regulação de moléculas co-

estimulatórias ou a expressão de citocinas pró-inflamatórias necessárias para o co-estímulo e 

efetiva ativação das células T CD4
+
 (PFISTERSHAMMER et al., 2006).  Uma hipótese 

sugere que a imunogenicidade ao FVIII poderia ser influenciada pela formação de trombina, 

gerada através da atividade pró-coagulante do FVIII em um processo retro-alimentado 

positivamente, a qual seria capaz de conferir a co-estimulação necessária para a indução de 
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uma resposta imunológica e formação de inibidores (SKUPSKY et al., 2009; TORDAI et al., 

1993).  

Vários fatores de risco para o desenvolvimento de anticorpos inibidores de FVIII têm 

sido identificados em pacientes portadores da HA, entre os quais fatores genéticos, tais como: 

severidade da hemofilia, tipo de mutação (DASGUPTA et al., 2007; OLDENBURG; EL-

MAARRI; SCHWAAB, 2002), etnia (ZHANG; SKUPSKY; SCOTT, 2009), histórico 

familiar de formação de inibidores (MEDZHITOV, 2009) e genótipo de HLA (Human 

Leukocyte Antigen) (LAMBRECHT et al., 2009); e não genéticos: idade do primeiro 

tratamento  (RAGNI MV, BONTEMPO FA, 1989), intensidade do tratamento (EVANS et al., 

1998), infusão contínua (QIAN et al., 2000) e troca de produto (REIPERT B M et al., 2001). 

Atualmente, a influência da fonte de FVIII utilizada, rFVIII ou pFVIII, na indução da 

formação de inibidores ao FVIII em pacientes portadores de HA severa é pouco 

compreendida. Alguns relatos indicam que o risco relativo da formação de inibidores nos 

pacientes hemofílicos tratados apenas com rFVIII é maior quando comparado a pacientes que 

foram tratados apenas com pFVIII (GOUDEMAND et al., 2006; ZHANG; SKUPSKY; 

SCOTT, 2009), embora em outros trabalhos tais achados não tenham sido confirmados 

(GOUW et al., 2007, 2013). Em um trabalho descrito na literatura, foi demonstrado que o 

tratamento com pFVIII resulta na expressão de fator de crescimento tumoral (TGF) e de 

citocinas que induzem respostas imunológicas classificadas como do tipo Th2, originando um 

microambiente distinto do encontrado ao tratamento com rFVIII, o qual induz a expressão de 

IL-10 e de citocinas que induzem respostas do tipo Th1 (QADURA et al., 2009). Além disso, 

em estudos clínicos realizados com variantes do rFVIII foi demonstrado que moléculas de 

rFVIII contendo o domínio B deletado podem apresentar perfil de imunogenicidade 

diferenciado, associado a um maior risco de desenvolvimento de inibidores quando 

comparado com à molécula do FVIII selvagem (ALEDORT; NAVICKIS; WILKES, 2011).  

Existem várias iniciativas descritas na literatura com o objetivo de contornar as 

dificuldades associadas ao aparecimento da resposta imune frente ao FVIII. Algumas dessas 

inciativas buscam reduzir seu caráter imunogênico, como, por exemplo, o variante do rFVIII 

suíno, conhecido como OBI-1, atualmente em ensaios clínicos de fase 3 (Kempton et al, 

2012) ou moléculas do FVIII híbridas contendo sequências polipeptídicas do FVIII humano e 

suíno, como, por exemplo, o variante HP9 (Parker et al., 2004). Outras iniciativas envolvem a 

utilização de linhagens celulares de origem humana para a produção do rFVIII, sendo que um 

desses produtos se encontra em ensaios clínicos de fase 2 (CASADEMUNT et al., 2012; 

OCTAPHARMA, 2013). Ainda outras iniciativas tentam desenvolver alternativas de 
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derivação enzimática da via intrínseca da coagulação para o tratamento de pacientes 

hemofílicos com altos títulos de anticorpos inibitórios. Atualmente, o principal fator utilizado 

é o FVII ativado recombinante (ABSHIRE; KENET, 2004). Entretanto, existem estudos 

explorando, por exemplo, o desenvolvimento de um variante do fator IX com atividade 

enzimática independente da atividade cofatora do FVIII (MILANOV et al., 2012), ou, ainda, 

um anticorpo que substitui o FVIII na formação do complexo tenase intrínseca (KITAZAWA 

et al., 2012), ou, ainda, um aptâmero antagonista do inibidor da via do fator tecidual (TFPI), 

permitindo assim a coagulação independentemente da ativação da cascata intrínseca e, 

portanto, do FVIII (WATERS et al., 2011).  

 

1.1.3 Tratamento da hemofilia no Brasil 

 

No Brasil, o Sistema Único de Saúde (SUS) fornece majoritariamente o pFVIII 

derivado de plasma, para o tratamento de aproximadamente 9.000 hemofílicos tipo A 

cadastrados,  o que correspondeu a aproximadamente 250.000.000 unidades internacionais 

(UI) de FVIII distribuídas em 2010 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Estima-se que o 

FVIII importado em 2010 demandou cerca de 87.500.000 dólares e foi destinado 

principalmente ao tratamento emergencial dos pacientes (HEMOBRÁS, 2012). 

Recentemente, o rFVIII, no caso, um produto de segunda geração, foi adotado pelo Ministério 

da Saúde para o tratamento de pacientes hemofílicos recém diagnosticados (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2013). No entanto, o preço do rFVIII importado chega a ser de um dólar para 

cada UI, contra 20 a 25 centavos para cada UI do pFVIII (COORDENAÇÃO DA POLÍTICA 

NACIONAL DE SANGUE E HEMODERIVADOS, 2009). Além disso, também 

recentemente foram adotados protocolos de profilaxia primária para crianças portadoras da 

hemofílica A grave (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012) e de imunotolerância nos pacientes 

hemofílicos acometidos da formação de inibidores (MINISTÉRIO DA SAUDE, 2012). Nesse 

sentido, os valores gastos com o tratamento dos portadores da hemofilia A têm se elevado.   

Diante dos elevados custos com a importação dos hemoderivados no Brasil, o 

Ministério da Saúde iniciou, em 2004, a criação e implantação da Hemobrás, uma empresa 

para qualificação e fracionamento do plasma brasileiro. Em 2011, a Hemobrás inaugurou a 

primeira etapa da obra civil da fábrica em Goiana–PE, estando prevista para entrar em 

operação a partir de 2014 (HEMOBRÁS, 2011) e atender a cerca de 30% da demanda atual de 

FVIII, considerando seu funcionamento em plena capacidade, de 500.000 litros/ ano de 

plasma (COORDENAÇÃO DA POLÍTICA NACIONAL DE SANGUE E 
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HEMODERIVADOS, 2009). Além disso, a Hemobrás também tem buscado o 

desenvolvimento de produtos hemoderivados recombinantes, entre eles o rFVIII, em parceria 

com o Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pós-Graduação e Pesquisa de Engenharia (Coppe) e 

o Laboratório de Engenharia e Cultivos Celulares da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(HEMOBRÁS, 2013). Outra medida, tomada pelo Ministério da Ciência e Tecnologia em 

2000 através da Financiadora de Estudos e Projetos (Finep), foi a criação uma Rede Brasileira 

de Clonagem e Expressão de Fatores da Coagulação Recombinantes coordenada pelo 

Hemocentro de Ribeirão Preto/FMRP-USP e composta por quatro laboratórios públicos 

nacionais, um deles o Núcleo de Terapia Celular e Molecular da Universidade de São Paulo 

(NUCEL-USP), com objetivo de estabelecer recursos científicos e tecnológicos para o 

desenvolvimento de produtos hemoderivados recombinantes (CENTRO DE GESTÃO E 

ESTUDOS ESTRATÉGICOS, 2006). Outra medida, tomada pela Secretaria de Estado da 

Saúde de São Paulo em 2008, foi a criação de uma fábrica de hemoderivados no Instituto 

Butantan, onde tem sido estudadas novas estratégias para o processo de purificação do pFVIII 

e outras proteínas de interesse terapêutico (INSTITUTO BUTANTAN, 2012). 

 

1.2 A produção do fator VIII recombinante no NUCEL-USP  

 

Estrategicamente, o Ministério da Ciência e Tecnologia, através da Financiadora de 

Estudos e Projetos (Finep), criou, em 2000, a Rede Brasileira de Clonagem e Expressão de 

Fatores da Coagulação Recombinantes, composta por quatro laboratórios públicos nacionais, 

sendo, um deles, o  Núcleo de Terapia Celular e Molecular da Universidade de São Paulo 

(NUCEL-USP), com o objetivo de estabelecer recursos científicos e tecnológicos para a 

produção de biofármacos hemoderivados recombinantes (CENTRO DE GESTÃO E 

ESTUDOS ESTRATÉGICOS, 2006). 

O Núcleo de Terapia Celular e Molecular da Universidade de São Paulo (NUCEL – 

USP) é um centro de pesquisa translacional na área de saúde. Diante do grande interesse de 

estabelecimento no país de recursos técnicos que permitam a produção de fatores da 

coagulação, após a dissolução da Rede Brasileira de Clonagem e Expressão de Fatores da 

Coagulação Recombinantes, em 2007, o NUCEL-USP tem perseguido o aperfeiçoamento dos 

bioprocessos para a produção dos fatores VIII e IX da coagulação recombinantes através do 

Programa Nacional de Pós Doutorado do Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (Projeto No.: 559158/2008-4) concedido ao Dr. Marcos Demasi.  
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Considerando os baixos níveis de rendimento de rFVIII em sistemas de produção em 

células de mamíferos (LYNCH et al., 1993), uma das estratégias utilizadas em nosso 

laboratório foi explorar a produção de um variante artificial do rFVIII envolvendo a co-

expressão independente das HCh e LCh do heterodímero do FVIII, esta última um variante 

artificial da LCh, contendo um pequeno trecho da porção C-terminal do domínio B fusionada 

a sua porção N-terminal (LCh-B). A opção por esta estratégia de produção foi baseada em 

dados da literatura, os quais mostram que: a) o domínio B não é essencial para a at ividade do 

FVIII maduro como cofator para o fator IX na via intrínseca da via de coagulação e, de fato, 

este domínio é clivado vagarosamente no plasma  (TOOLE et al., 1984); b) a deleção parcial 

da região codificadora correspondente ao domínio B, aliada à co-expressão das HCh e LCh 

separadamente, levam à expressão mais elevada do FVIII (CHEN et al., 1999; KOLIND et al., 

2010; YONEMURA et al., 1993). Além disso, a co-expressão das duas cadeias tem sido uma 

das configurações mais utilizadas em metodologias visando à terapia gênica para a Hemofilia 

A  (BURTON et al., 1999; CHEN et al., 2007).   

Para a geração de linhagens celulares super produtoras do rFVIII em nosso 

laboratório,  as regiões codificadoras correspondentes as HCh e LCh-B, amplificadas a partir 

de um cDNA contendo a região codificadora completa do FVIII, foram subclonadas num 

vetor plasmideal de expressão em células de mamíferos desenvolvido em nosso laboratório, o 

pIQ-ID. Essas construções foram co-transfectadas estavelmente em um mutante das células 

CHO (Chinese Hamster Ovary), conhecido como CHO-DG44. As células CHO-DG44 foram 

geradas a partir de um mutante auxotrófico para a prolina das células CHO gerado em 1968 

(KAO; PUCK, 1968), e, posteriormente, mutado, por radiação gama, para deleção do lócus do 

gene da enzima dihidrofolato redutase (DHFR) (URLAUB et al., 1983). A DHFR é uma 

enzima monomérica que catalisa a conversão do ácido fólico em tetrahidrofolato, o qual é um 

cofator necessário para a biossíntese de glicina, purinas e a timidina. Sendo assim, as células 

CHO-DG44 são mutantes auxotróficas triplas, e requerem que o meio de cultivo seja 

suplementado com glicina, hipoxantina e timidina. O vetor de expressão pIQID possui a 

região codificadora da enzima DHFR selvagem murina, permitindo a seleção de 

transfectantes estáveis a partir das células CHO-DG44 através do cultivo em meio sem 

suplementação com glicina, hipoxantina e timidina. A seleção com base na expressão da 

enzima DHFR também permite que se explore o fenômeno de co-amplificação gênica, 

permitindo a obtenção de clones celulares contendo várias cópias do lócus contendo o vetor 

de expressão e, consequentemente, um grande aumento da produção da proteína de interesse 

(JUN et al., 2005). 
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Os clones celulares estáveis obtidos em nosso laboratório, segundo a estratégia acima 

descrita, expressam grandes quantidades do rFVIII funcional. Entretanto, o processamento 

proteolítico do polipeptídeo precursor variante da cadeia leve B-LCh nesses clones celulares é 

parcial, fazendo com que eles secretem para o meio de cultivo, além da forma madura da 

LCh, com massa molecular aproximada de 80 kDa, o polipeptídeo precursor  variante B-LCh, 

com massa molecular estimada em 90 kDa. Desconhece-se o possível impacto dessa 

heterogeneidade de formas da cadeia leve no potencial imunogênico do rFVIII produzido no 

laboratório. Por um lado, como a maior parte do domínio B foi deletada para produção do 

rFVIII no laboratório, seu perfil de isoformas é menos heterogêneo quando comparado ao 

encontrado em produtos de rFVIII comerciais, gerados através da molécula do FVIII 

selvagem, os quais apresentam uma mistura de várias formas truncadas devido ao 

processamento proteolítico que ocorre em regiões presentes no domínio B (JANKOWSKI et 

al., 2007). Por outro lado, apesar de estar bem estabelecido que a ausência de processamento 

proteolítico associada a alguns variantes do Fator VIII humano recombinante não interfere em 

sua síntese, secreção ou ativação (PITTMANS et al., 1994), existe a preocupação de que 

alguma característica estrutural desse variante de 90 kDa (B-LCh), por se tratar de uma 

configuração artificial da LCh, não encontrada naturalmente, configure-se como um 

neoantígeno e apresente um perfil diferenciado de imunogenicidade quando comparado aos 

produtos de rFVIII atualmente licenciados para o tratamento da hemofilia A (BAKER et al., 

2010; HERMELING et al., 2004).  

 

1.3  Imunogenicidade de proteínas terapêuticas 

 

O uso de proteínas terapêuticas, apesar de, no geral, ser considerado seguro, não 

apresentando toxicidade aos pacientes, podem induzir a reações alérgicas e formação de 

anticorpos neutralizantes da droga (Anti-drug antibody). Exemplos de proteínas terapêuticas 

cujo uso está associado à indução de anticorpos neutralizantes incluem a insulina, hormônio 

de crescimento, fator estimulador de colônias de granulócitos e de macrófagos (GM-CSF), 

eritropoietina, interferons e o FVIII da coagulação (SCHELLEKENS; CASADEVALL, 

2004). No entanto, o risco de desenvolvimento e o efeito clínico da formação de anticorpos 

neutralizantes variam entre as proteínas terapêuticas, sendo que, no caso do FVIII, o risco de 

formação de anticorpos neutralizantes, mais conhecidos como inibidores, é mais elevado 

quando comparado a outras proteínas terapêuticas (EBBERS et al., 2012; KOREN et al., 

2008). 
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A formação de anticorpos neutralizantes interfere na eficácia e segurança do produto 

terapêutico, comprometendo também os estudos não clínicos de toxicidade, farmacocinética e 

farmacodinâmica necessários ao seu licenciamento. Nesse sentido, a caracterização da 

imunogenicidade de uma proteína terapêutica tem sido recomendada em associação aos seus 

estágios de desenvolvimento, uma vez que diversos fatores relacionados à produção e 

purificação da proteína terapêutica estão diretamente relacionados ao seu potencial 

imunogênico, como, por exemplo: estrutura da molécula, modificações pós traducionais, 

como o perfil de glicosilação e de processamento proteolítico, presença de impurezas, e 

estado de agregação das moléculas (BARBOSA, 2011; KOREN et al., 2008; SINGH et al., 

2012). No caso do pFVIII, dois surtos de desenvolvimento de inibidores ocorreram em 

pacientes previamente tolerantes após serem tratados com um pFVIII submetido à um método 

modificado de inativação viral (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2009).   

Considerando a importância da avaliação da imunogenicidade de proteínas 

terapêuticas ainda durante as fases de pesquisa e desenvolvimento, modelos preditivos in 

silico, in vitro e in vivo têm sido utilizados. A utilização de modelos animais geneticamente 

modificados tem sido útil para a avaliação do potencial imunogênico de diversas proteínas 

terapêuticas em ensaios pré-clínicos, mesmo considerando algumas limitações associadas à 

utilização destes modelos (BARBOSA, 2011; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2008). 

Nesse sentido, o presente trabalho buscou avaliar, de forma comparativa, a imunogenicidade 

do variante do fator VIII recombinante produzido no laboratório frente àquela de produtos 

utilizados como referência, com o objetivo de fundamentar o estabelecimento de um processo 

de produção deste variante do rFVIII.   
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2 CONCLUSÕES  

 

Purificação do fator VIII recombinante 

 

O processo estabelecido no laboratório para a purificação do variante artificial do fator 

VIII humano recombinante produzido no laboratório foi eficiente na obtenção de fator VIII 

ativo, embora a purificação do fator VIII tenha sido realizada parcialmente, apresentando 

atividade específica de 130 unidades internacionais por miligrama de proteína, valor 

considerado intermediário quando comparado à atividade específica dos produtos comerciais 

de referência (fator VIII derivado de plasma e fator VIII recombinante); 

 

Caracterização da atividade funcional in vivo do fator VIII recombinante 

 

O ensaio e os parâmetros de análise propostos para a caracterização da atividade 

funcional in vivo do fator VIII no modelo murino de hemofilia A, baseados na interrupção de 

um evento hemorrágico induzido nesses animais, foram adequados para avaliar 

quantitativamente a eficácia de produtos anti-hemofílicos comerciais; 

A atividade funcional in vivo do variante artificial do fator VIII humano recombinante 

produzido e parcialmente purificado no laboratório, avaliada no modelo murino de hemofilia 

A, utilizando camundongos nocaute para o gene Fviii, foi similar àquela averiguada para os 

produtos comerciais de referência; 

 

Caracterização da imunogenicidade do fator VIII recombinante 

 

A indução de resposta imunológica ao variante artificial do fator VIII humano 

recombinante produzido e parcialmente purificado no laboratório, avaliada no modelo murino 

de hemofilia A, foi menos intensa quando comparada aos produtos comerciais de referência, 

formando menos anticorpos totais anti-fator VIII assim como anticorpos inibidores da 

atividade do fator VIII no plasma dos animais previamente submetidos ao regime de 

imunização.  
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