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RESUMO

NAKATA, G. S. Hemofilia A: Revisao da fisiopatologia e novos tratamentos.
2019. 19 f. Trabalho de Concluséao de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2019.

Palavras-chave: Hemofilia A. fisiopatologia. tratamentos. inibidores.

INTRODUCAO: A Hemofilia A é uma doenca congénita, recessiva, ligada ao
cromossomo X e atinge um individuo a cada cinco mil nascimentos masculinos ao
ano. A gravidade doenca é inversamente proporcional aos niveis de atividade do
fator coagulante VIII, ou seja, quanto menor atividade do fator FVIII, mais grave &
classificada a doenca. A doenca é caracterizada por grandes sangramentos,
hematomas e hemartroses. O historico de tratamento da doenca evoluiu desde
crioprecipitados, uma fracdo do sangue, substituido por FVIII recombinante e
atualmente estdo em desenvolvimento outras alternativas terapéuticas. OBJETIVO:
O presente estudo teve como objetivo revisar a literatura para a busca de artigos
cientificos que apresentam relevancia na compreensao da fisiopatologia, aspectos
genéticos e moleculares da hemofilia A. Também teve como objetivo a analise de
novos tratamentos terapéuticos descritos ja estabelecidos no mercado ou em fase
desenvolvimento tais como os FVIII recombinantes, imunotolerancia induzida,
agentes bypassing, anticorpos monoclonais e terapias génicas e também descrever
como esses tratamentos beneficiam clinicamente os pacientes hemofilicos.
MATERIAIS E METODOS: Foram utilizadas algumas bases cientificas de dados
como PubMed®, Web of Science®, UpToDate® e SciElo® para consulta de artigos
relevantes ao tema proposto. Foram utilizadas palavras chaves na pesquisa, em
portugués e inglés, pesquisadas juntamente ou separadas: hemofilia A”, “hemofilia
A adquirida”, “Inibidores”, “fisiopatologia”, “aspectos moleculares”, “tratamento”,
“novas terapias”, “FVIII recombinante”, “agentes bypassing”, “terapia génica’,
“imunotolerancia”’, “anticoagulantes naturais’. RESULTADOS E DISCUSSAO:
Foram selecionados 18 artigos para descricdo da fisiopatologia da hemofilia A,
aspectos moleculares e genéticos da doenca seguindo os critérios de selecao.
Também foram selecionados 28 artigos para descricdo de novos tratamentos
desenvolvidos ou em fase de desenvolvimento que apresentavam maior relevancia
clinica para os pacientes. Foram descritos diferentes aspectos da fisiopatologia da
hemofilia A, tais como, processo fisioldégico da hemostasia, detalhamento genético
e molecular e também diagnoéstico da doenca. Para a descricdo das alternativas
terapéuticas, foram selecionadas cinco opc¢des de tratamentos: FVII
recombinantes, agentes bypassing tradicionais, novos agentes bypassing,
imunotolerancia induzida e Terapia Génica. CONCLUSAO: A revisdo da literatura
para descricdo da fisiopatologia da doenca e também de novos tratamentos
possibilitou a compreensdo aprofundada da hemofilia. O avanco da ciéncia e da
tecnologia permitiu que novas opg¢bes de tratamento fossem desenvolvidas,
trazendo desta forma, maior eficacia clinica e seguranca aos pacientes.



1. INTRODUCAO

A hemofilia A é uma doenga hemorragica, hereditéria, de carater recessivo
e ligado ao cromossomo X, que acomete a atividade do fator VIII coagulante (FVIlic)
(OLDENBURG,J.; PEZESHKPOOR, B.; PAVLOVA, A., 2014).

Esta doenca tem incidéncia de 1 a cada 5000 nascimentos/ano masculinos,
ndo tendo predilecdo étnica ou geografica (BALKARANSINGH; YOUNG, 2017). Na
hemofilia, as mutagbes de novo, modificagdes genéticas ndo herdadas, afetam o
gene a sintese de FVIIIl. A incidéncia de mutacdes de novo é de 30% para familias
sem historico da doenca e de 50% com historico de hemofilia A. (LEUER et al.,
2001; LU et al., 2017).

A doenca é classificada por sua gravidade, ou seja, segundo a atividade do
FVIlic. Na hemofilia grave, a presenca de FVIII € de 1% ou menos, para moderada
esse valor € de 2 a 5% e para branda de 6% a 40% (FRANCHINI; MANNUCCI,
2012).

Embora a maioria dos casos de hemofilia A seja congénita, existe também a
forma adquirida, chamada Hemofilia Adquirida (HA). Majoritariamente a HA esta
relacionada a doencas autoimunes como lUpus, artrite reumatoide, esclerose
multipla, Sindrome de Sjogern, canceres e outras (SAKURAI; TAKEDA, 2014).
Entretanto, em aproximadamente 50% dos pacientes com HA a causa da doencga €
idiopatica (OHMORI, 2018). A HA é caracterizada pela neutralizacdo e depuracéo
acelerada dos fatores de coagulacédo do plasma. A incidéncia relatada de HA varia
entre 0,1 e 1,5 casos em cada um milhdo de pessoas por ano, atingindo
principalmente gestantes e idosos (BAUDO et al.; 2012).

A deficiéncia dos fatores de coagulacdo afeta diretamente a cascata de
coagulacdo e hemostasia dos pacientes, resultando em sintomas como episodios
hemorragicos frequentes, hemorragias nas cavidades da pele e do corpo, dor,
deficiéncia ortopédica e morbidade significativa tanto para a forma congénita da
doenca como para forma adquirida (SHERMAN; BISWAS; HERZOG; 2017).



Tabela 1 - Sintomas da Hemcofilia A de acordo com a gravidade da doenga

. Atividade de . Idade média de
Gravidade Sintomas ) .
FVilic diagnostico

Sangramento espontaneo
frequente; sangramento anormal

Grave <1% . ~ . : Idade <2 anos
apos pequenas lesdes, cirurgias e
extracdes dentarias
Sangramento espontaneo raro;
sangramento anormal apés
Moderada 1%-5% 9 ~ . P Idade <5-6 anos
pequenas lesdes, cirurgias e
extracdes dentarias
« Fase mais tardia
Sem sangramento espontaneo; da vida
sangramento anormal apoés lesdes
Branda >5%-40% 9 ) ) pos € dependendo da
graves, cirurgia ou extracoes o
dentarias atividade
homeostatica

Fonte: Adaptado de KONKLE; HUSTON; FLETCHER, 2000.

Opcdes de tratamento da Hemofilia A e limitacdes

Em 1950 e no inicio da década de 60, o tratamento para hemofilia A era feito
pela reposicdo do FVIlic por meio de doacdo de sangue total e do plasma,
melhorando o tempo de coagulacdo do paciente hemofilico. Entretanto, a
quantidade de FVllic era insuficiente para estancar 0s sangramentos graves
(FRANCHINI; MANNUCCI, 2012). Em seguida, em meados de 1964, iniciou-se a
utilizacao de crioprecipitados, hemocomponente que contém grandes quantidades
de fatores de coagulacao Xl (FXIIl), FVII, Fator de von Willebrand (FVW) e
fibrinogénio, o que resultou em um grande avancgo no tratamento dos pacientes
hemofilicos (BALKARANSINGH; YOUNG; 2017).

Na década de 70, a utilizacdo de concentrados plasmaticos de fatores de
coagulacéao liofilizados aumentou e possibilitou o controle de hemorragias e
diminuiu os danos musculoesqueléticos, sintoma frequente nos pacientes
hemofilicos nédo tratados (FRANCHINI; MANNUCCI, 2012). Na mesma década,
uma nova alternativa terapéutica foi o desenvolvimento do medicamento

desmopressina, analogo da vasopressina, um antidiurético utilizado originalmente



para diabetes. A desmopressina entretanto foi utilizada para aumento dos niveis
plasmaticos de FVW, FVIII e Ativador tecidual do plasminogénio. (FRANCHINI,
2011).

Nos anos seguintes, inicio dos anos 80, se observou aumento do nimero de
infec¢Bes virais, tais como, hepatites (B e C), sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), entre outras; devido a utilizacdo de transfusdes sanguineas,
infectando 60-70% dos pacientes hemofilicos, gerando a necessidade de
tratamentos mais seguros. O avan¢o no conhecimento de métodos mais sensiveis
e especificos para o diagnoéstico de doencas infecciosas, especialmente para
deteccao do virus do HIV permitiram o uso mais seguro de sangue e seus derivados
para estes pacientes (BALKARANSINGH; YOUNG; 2017).

Com o avangco da Biologia Molecular, em 1989, foi possivel o
desenvolvimento do Fator VIII recombinante (FVIlIr) e seu uso clinico possibilitou
uma nova maneira de tratar os hemofilicos. Entretanto, a reposicado de FVIIir em
pacientes com hemofilia grave levou, e ainda leva a formacdo de anticorpos
neutralizantes em 20-30% dos casos, tornando a terapia ineficaz (SHERMAN;
BISWAS; HERZOG; 2017). Ademais, nos casos em que a terapia é efetiva, a
administracdo de FVIIIr € por via intravenosa e deve ser feita multiplas vezes por
semana, o que dificulta a adesao do tratamento por problemas de acesso venoso,
restricdo de tempo, esquecimento, entre outras razbes (FRANCHINI, 2011).

As limitagdes que os tratamentos atuais da hemofilia A possuem levam a
necessidade de desenvolvimento de novas terapias mais eficientes e seguras para
os pacientes (FRANCHINI; MANNUCCI, 2012).

2. OBJETIVO

7

O objetivo deste trabalho € revisar a literatura para a busca de artigos
cientificos que apresentam relevancia na compreensao da fisiopatologia, aspectos
genéticos e moleculares da hemofilia A e analisar criticamente novos tratamentos
terapéuticos descritos ja estabelecidos no mercado ou em fase desenvolvimento

tais como os FVIIIr, imunotolerancia induzida (ITl), Agentes bypassing, anticorpos



monoclonais e terapias génicas e também descrever como esses tratamentos

beneficiam clinicamente os pacientes hemofilicos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Estratégias de pesquisa

Foram utilizadas as seguintes bases cientificas de dados habilitadas pela
rede da Universidade de S&o Paulo como: PubMed®, Web of Science®,
UpToDate® e SciElo® para pesquisa de artigos cientificos disponiveis em texto
completo, sendo selecionados a partir dos resumos disponibilizados. Na busca
destes foram empregadas palavras-chave, como: “hemofilia A”, “hemofilia A
adquirida”, “Inibidores”, *“fisiopatologia”, “aspectos moleculares”, “tratamento”,
“novas terapias”, “FVIII recombinante”, “agentes bypassing”, “terapia génica”,
“imunotolerancia”, “anticoagulantes naturais” e outras, sendo pesquisadas
individualmente ou combinadas entre si, em portugués e em inglés. Também foram
consultados sites oficiais para a obtencdo de informacfes importantes ao

desenvolvimento do trabalho e relacionados a Saude e a Legislacéo pertinente.

3.2. Critérios de incluséo
Foram selecionados artigos cientificos que atendiam o objetivo do trabalho,

sendo os critérios de incluséo utilizados:

e Data de publicacao: artigos com data de publicacéo posteriores a 2009 (dez
anos) para descricao da fisiopatologia da hemofilia A e posteriores a 2012
para descricdo de novos tratamentos;

e |dioma: apenas artigos de lingua portuguesa ou inglesa,;

e Relevancia: artigos que descreveram dados de eficacia e seguranga para o
tratamento.

e Fase de desenvolvimento: artigos cientificos que descreveram
medicamentos em fase de desenvolvimento clinico ou ja estabelecidos no

mercado.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da selecédo por meio de andlise de resumos e critérios de selecéo
mencionados nos Materiais e Métodos, foram selecionados 18 artigos que
possibilitaram a compreenséo aprofundada dos aspectos moleculares e genéticos
da fisiopatologia da hemofilia A. Foram também selecionados mais 28 artigos para
descricdo dos tratamentos atuais e em desenvolvimento, bem como o beneficio
clinico para os pacientes. As opcoes terapéuticas selecionadas foram classificadas
em cinco categorias de tratamento: FVIlIr, ITIl, Agentes bypassing, anticorpos
monoclonais e terapia génica. As referéncia de tratamento foram selecionadas a
partir da relevancia, destaque na literatura e melhores respostas clinicas; estéo
incluidos medicamentos ja aprovados pelas agéncias reguladoras, como Food and
Drug Administration (FDA), e também medicamentos em fase de ensaios clinicos.
As Figuras 1 e 2 mostram os resultados obtidos apés a busca na literatura.



Figura 1: Resultados obtidos da literatura para descricdo de aspectos gerais da hemofilia
A e fisiopatologia utilizando a metodologia descrita.

Artigos
relacionados a

“Hemofilia A”, n=18

Artigos relacionados Artigos relacionados
& “Fisiopatologia”, a “Fisiopatologia”,
n=1.028 n=8
Artigos relacionados Artigos relacionados
& “Diagndstico”, a “Diagnostico”,
n=§.141 n=2
Data de Texto na o
- - s - Relevancia —
Artigos relacionados publicagdo integra Artigos relacionadas
& “Hemofilia A & “Hemofilia A
Adguirida”, Adquirida”,
n=2.532 n=2
Critérios de inclusdo
Artigos relacionados Artigos relacionados
a “alteragdes a “alteragbes
genéticas”, genéticas”,
n=1.232 n=5
Artigos relacionados 'Artigas relacionados
a “Inibidores de a “Inibidores de
FvIn", FvIn",
n=3.377 n=1

Figura 2: Resultados obtidos da literatura para as op¢des de tratamento da hemofilia A

utilizando a metodologia descrita.

Artigos relacionados a
“Tratamento da

Hemofilia A”, n=13.459

Artigos relacionados . Artigos relacionados
a"Fvin a "Fvill
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n=1.088 n=6

Artigos relacionados . . .
3 “Agentes Artigos relacionados
C - ; . Tekei a "Agentes
Bypassing”, Data de Texto na N Eficacia a "8
publicagao integra Relevancia Clinica Bypassing”, n=12
n= 280
Artigos relacionados Critérios de inclusdo Artigos relacionados
a “Terapia Génica”, a "Terapia Génica”,
n=1.232 n=4
Artigos relacionados Artigos relacionados
a “Imunotolerancia”, a “Imunoctolerancia”,
n=357 n=6




4.1 Fisiopatologia da Hemofilia A

4.1.1 Processo Hemostéatico

A hemostasia depende de diversos fatores que regulam o funcionamento do
organismo. Compreender a hemostasia e 0s elementos que a regulam é de suma
importancia para entendimento da fisiopatologia de doengas hemorragicas como a
hemofilia A (PALTA S.; SAROA; PALTA A., 2014).

A hemostasia compreende o processo de formacgédo do trombo, quando ha
uma lesdo, e também, a lise da rede de fibrina ap0s a cicatrizagdo (sistema
fibrinolitico), tendo como objetivo manter a fluidez do sangue. O processo de
coagulacéo esta dividido didaticamente, em duas fases: a hemostasia primaria, na
qual ocorre a agregacao plaquetaria e formacéo do trombo branco ou plaquetério.
Na hemostasia secundaria, ocorre a geracdo de trombina que vai clivar o
fibrinogénio em mondémeros de fibrina, os quais se organizam formando a rede de
fibrina (trombo) (HALL, J., 2010; GALE, 2010).

O processo de coagulacéo tem inicio quando ocorre alguma lesdo nos vasos
sanguineos, consequentemente o rompimento do endotélio e exposi¢cdo da matriz
subendotelial ao sangue. A partir do contato do sangue com os fatores presentes
na matriz subendotelial tais como colageno, FVW, fator Tecidual (fT), etc., ha a
ligacdo de plaguetas por intermédio de suas glicoproteinas Ib, ao FVW subendotelial
seguido da ligacdo do fibrinogénio as plaquetas por intermédio de suas
glicoproteinas llIb-lllla presentes na membrana, formando uma rede de plaquetas
agregadas, como mostrado na Figura 3 (HALL, J., 2010).

Ao se ligar ao FVW, as plaquetas que antes possuiam forma discoide,
assumem a forma irregular com o objetivo de aumentar a superficie de contato com
0 sangue. A forma ativada das plaquetas estimula a producdo de Tromboxano A2
que ird estimular a agregacao de mais plaquetas e formacéo do tampé&o hemostatico
primario (GALE, 2010).



Figura 3: Exposicao do tecido subendotelial ao sangue; ligacdo do FVW a plaquetas e

inicio da cascata de coagulacgéao.

Endotélio  Colageno
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Les&do no endotélio
© Elsevier 2005

FvW subendotelial

Fonte: www.memorangapp.com (2019).

Paralelamente a este processo, ha a ativagdo da cascata de coagulagéo, que
tem o inicio com a exposicao do fT seguid pela expressdo do complexo fosfolipide
pelas plaquetas, formacdo da trombina ativada e polimerizacdo da fibrina.
Atualmente existe um modelo de concepc¢ao da cascata de coagulacao classificado
em fase de iniciagdo, amplificacdo e propagacdo além da antiga concepcéo de via
intrinseca e via extrinseca. Na fase de iniciacdo, o fT se liga ao fator de coagulacéo
VII ativado (FVlla) circulante e ativa os fatores de coagulacao IX e X (FIX e FX). O
complexo fT-FVlla serve tanto para a via intrinseca tanto para a via extrinseca da
cascata de coagulacdo. Com a ativacdo de FX (FXa), hé& a ligagdo deste ao fator
de coagulacéo Il, protrombina (FIl) para a formacdo de trombina (Flla), Figura 4
(PALTA S.; SAROA; PALTA A., 2014).



Figura 4: Concepcéo de fase de iniciagdo de coagulagéo

Complexo FT —Vlla

Protrombina i —{Trombina } -
Villa, Va

Fase de
iniciacdo

Fonte: Adaptado de PALTA; SAROA; PALTA, 2014.

Na fase de amplificacdo (Figura 5), como a quantidade de trombina ainda é
baixa, a ligacdo de plaquetas com a trombina gera o processo de feedback positivo
para amplificacéo de sua producédo. A trombina gerada inicialmente ativa ainda mais
os fatores de coagulacéo V (FV) e FVIII, este ultimo, € um cofator de Fll e acelera
a ativacdo de Fll por FXa e de FXa por FIXa (PALTA S.; SAROA; PALTA A., 2014).

O acumulo de FXa e protrombinase na superficie plaquetaria proporciona a
ativacdo destas. Este processo mantém a geracdo de trombina, e
consequentemente, de fibrina, para formacdo do trombo. A geracédo de trombina
também leva a ativacdo do FXIIl, fator de estabilizacdo de fibrina, que liga
covalentemente os polimeros de fibrina e proporciona estabilidade na formacé&o do
tampdao plaquetario (PALTA S.; SAROA; PALTA A., 2014).

Figura 5: Concepcéo de fase de propagacéo de coagulagéo

Villa e IXa

XaeVa

Fase de
propagacao

Fonte: Adaptado de PALTA; SAROA; PALTA, 2014.
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O processo hemostatico também envolve a fibrindlise, ou seja, dissolucao do
tampao hemostatico estavel apds a cicatrizagdo do vaso sanguineo lesado. O
sistema fibrinolitico € composto por serina proteases, como a plasmina, que é
gerada a partir do plasminogénio e tem como funcdo a clivagem da fibrina. O
controle inibitorio do sistema fibrinolitico é feito por inibidores chamadas serpinas,
gue tem como principais agentes o inibidor do ativador de plasminogénio 1, inibidor
do ativador de plaminogénio 2 e o a-2 antiplasmina (CHAPIN, J.; HAJJAR, K., 2015).

O processo de feedback negativo para controle do processo de coagulagao
€ importante para evitar a coagulacao excessiva e trombose e manter o equilibrio
hemostético. A trombina tem papel fundamental para feedback negativo deste
processo, pois ativa o plasminogénio para formacao de plasmina e estimula também
a producao de antitrombina. A antitrombina possui como atividade no processo de
feedback negativo a diminuicdo da producédo de trombina e decrescimento da
atividade de FXa (CHAUDHRY, R.; BABIKER, H., 2019).

O balanco homeostatico entre eventos que favorecem o sangramento e a
coagulacdo se mantém normal em circunstancias fisiolégicas. Entretanto, em casos
de patologias, h4 um desbalanco entre estes eventos e ocorrem complicagdes
hemorragicas ou tromboticas. No caso da hemofilia A, a deficiéncia ou auséncia da
atividade do FVIII resulta em ocorréncias hemorragicas e sintomas correlatos
(PALTA S.; SAROA; PALTA A., 2014).

4.1.2 Aspectos genéticos e moleculares
A hemofilia A € uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X que tem

como causa a alteracdo moleculares no gene responsavel pela sintese de FVIII. Até
2017, foram identificadas mais de 3.000 diferentes mutacfes responsaveis pela
reducdo da atividade do FVIllic além das alteracbes moleculares mais comuns,
como as inversdes dos introns 1 e 22. Conhecer as principais alteracdes genéticas,
poderiam auxiliar no manejo durante a gravidez e também nos neonatos. No
entanto, isso ndo foi possivel devido a grande variabilidade e mutacfes de novo.
(INABA et al., 2017).

Na Figura 6 esta apresentada como a heranca € transmitida aos filhos e

como filhas de hemofilicos, consequentemente, transmitirem aos seus filhos. As
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mulheres portadoras podem ter concentracdes plasmaticas de FVIII abaixo da
concentracdo de individuos saudaveis, entretanto ndo possuem problemas no

processo hemostatico (AY et al., 2010).

Figura 6: Heranca paterna da hemofilia, ilustrando como filhas de homens hemofilicos possuem
50% de chances de serem portadoras do gene mutado e como isso pode ser transmitido para seus
filhos.

Homem hemofilico

XhY
X XXh (mulher portadora) XY (homem normal)
Mulher normal X
XXh (mulher portadora) XY (homem normal)
Homem normal
XY
XXh (mulher portadora) XhY (homem hrmofilico)
Mulher portadora X
XX (mulher normal) XY (homem normal)

X, cromossomo normal; Xh cromossomo com o gene mutado; XhY, homem hemofilico; XX, mulher

normal; XXh, mulher portadora do gene mutado; XY, homem normal; Y, cromossomo normal.

Fonte: Adaptado de MONROE; HOFFMAN; ROBERTS, 2015.

O gene responsavel pela sintese de FVIII esta localizado no braco longo do
cromossomo X (X-g28), possui tamanho de 186-kb de DNA gendmico, 25 introns e
26 éxons que codificam 2351 aminoacidos precursores do peptideo. O peptideo é
sintetizado em uma cadeia e possui 6 principais dominios: Al, A2, B, A3, Cl e C2.
Apoés sofrer processo proteolitico pelo complexo de Golghi dos hepatdcitos, a
proteina adquire nova forma de dupla cadeia, sendo os dominios Al, A2 e B
constituintes da cadeia pesada e A3, C1 e C2 da cadeia leve. O dominio C2 é
responsavel pela ligacdo de FVIII ao FVYW e a superficie de plaquetas, alguns
estudos sugerem também a ligagdo de C2 a outras proteinas como FXa e trombina.
Na hemofilia A, as muta¢des genéticas modificam a interacdo destes dominios com
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os sitios de ligacdo levando a ineficacia da acdo do fator de coagulagéo
(MANNUCCI, 2018; TANTAWY, 2010).

Existem muitas mutacdes do gene do FVllic que causam a hemofilia,
entretanto, as inversdes dos introns 22 e 1 sdo responsaveis por 40-50% e 5-7%,
respectivamente, dos casos graves da doenca. Outras mutagcbes menos
prevalentes foram identificadas nos pacientes com hemofilia A, como por exemplo,
mutacdes pontuais, insercdes e mutacdes do tipo splicing (CHEN et al., 2010).

Atualmente existem trés principais métodos que analisam as modificagfes
genéticas do gene codificador do FVIII, sendo elas a) Sequenciamento direto da
fracdo codificadora do FVIII, promotor e 3'UTR e fronteiras intron-exon tanto por
Polymerase Chain Reaction (PCR) quanto por sequenciamento Sanger e Next
Generation Sequencing (NGS); b) Analise de inversdes 22 por Southern blot e
inversdo 1 por PCR; c) Analise de numero variante por Multiplex Ligation-Probe
Amplification analysis (MLPA) ou ensaio de sequenciamento comparativo de
hibridizacdo genémica (INABA et al., 2017).

No intron 22 existem duas regides; F8A (denominado hl na Figura 7), que é
transcrito na dire¢do 5’ para 3’ e F8B que é transcrito na direcdo 3’ para 5’ do gene
do FVIII. Durante o processo de meiose, ocorre a inversao do gene seguido por
crossing over das as partes extra génicas homologas a hl denominadas h2 e h3.
Existe também a possibilidade de inversdo intra génica do intron 1 através da
recombinacdo homologa da regido hl com a regido h2, localizada entre dos genes
VBP1 E BRCC3 (DUTTA et al.,2016).
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Figura 7: Inversao génica por recombinacéo homéloga do intron 22 (A-C) e intron 1 (D-F).

A
h3 h2 ht
1 22 423 26

6
8 Gene F8 normal
1 22 23 26

B [—Hmmmﬂi—tlm. Recombinagdo
- Homdloga

]
Cc
23 26

&mmmuﬁwﬂ-. Inversdo do intron 22

int1h2 int1h2
D BRCC3
F1F2vePr i |

\ e Gene F8 normal

E (—an&muumumu&pf-'- Recombinagéo
1 Homéloga
E \ -

F1F2VBP1 1 p BRCC3

intron 1

Retangulos cinzas claros representam éxons 1 a 22, retangulos cinza escuro representam éxons e
retdngulos pretos indicam as sequéncias homélogas hl, h2 e h3. F1 e F2 representam éxons do
genes VBP1.

Fonte: Adaptado de DUTTA, et al. 2016.

E importante reforcar a relagéo entre o genétipo e o fenétipo dos pacientes
afetados por essas mutagdes. Nos casos mais graves da doencga sdo encontradas
principalmente as mutacdes relacionadas as inversdes (aproximadamente 50%
para mutacdes de inversdo do intron 22 e 5% para a muta¢des de inversao do intron
1) e também as mutacdes relacionadas a grandes dele¢cdes no gene em 5% dos
pacientes com hemofilia grave. Para o restante dos pacientes com hemofilia grave,
moderada e branda, existem inUmeras variagdes de mutagcfes pontuais, pequenas

insercdes e dele¢des, as quais 30% sédo mutacdes de novo (TANTAWY, 2010).

4.1.3 Diagnostico da hemofilia A
4.1.3.1 Triagem do processo de coagulacao
A hemofilia A pode ser diagnosticada por triagem do processo de

coagulacao, no qual dois parametros sédo avaliados: avaliacdo do numero e fungéo

das plaguetas e caracteristicas hemostaticas. Dois principais testes para avaliar a
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capacidade hemostatica dos pacientes podem ser realizados, o Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) e o Tempo de Protrombina (TP). Para os
pacientes hemofilicos, a contagem e analise de plaquetas e TP apresentam
resultados normais e dentro dos valores de referéncia. Ja o teste de TTPA
apresenta valores acima dos valores de referéncia para os casos moderados e
graves. (Valores de referéncia de TP e TTPA: 11-15 segundos e 35 segundos,
respectivamente) (TANTAWY, 2010).

4.1.3.2 Triagem dos niveis de atividade de FVllic

Para individuos com historico familiar da doenca e com sangramentos
frequentes, testes para medir os niveis de atividade do FVIII sdo indicados, uma vez
que testes de coagulacdo podem apresentar valores normais. Os niveis de atividade
de FVllic quantificados por testes coagulométricos, e possui valores de referéncia
de 50-150%, em individuos saudaveis. Em hemofilicos estes valores sdo menores
ou iguais a 30-40% (TANTAWY, 2010).

4.1.3.3 Aspectos genéticos no diagnostico da hemofilia A

Nos casos hereditarios, é fundamental identificar mulheres portadores, uma
vez que estas podem transmitir a doenca para seus filhos. Esta avaliacdo pode ser
feita através de sequenciamento genéticos para identificacdo de mutacdes como as
inversdes de introns 22 e 1 por métodos como Southern blot ou PCR (MONROE;
HOFFMAN; ROBERTS, 2015).

4.2 Opcoes de tratamento da hemofilia A

4.2.1 FVIIl Recombinante

Atualmente, a opg¢ao mais utilizada e considerada como padrao de
tratamento dos pacientes hemofilicos é a reposicao de FVIII pelo uso de FVIIIr, tanto
como profilaxia quanto para uso em episodios hemorragicos. O uso de FVIlir é
fundamental aos paciente com hemofilia grave pelo fato de impedir artropatias mais
graves. (SRIVASTAVA et al., 2013).
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Visando minimizar os riscos de infeccbes que o FVIII de derivados
plasmaticos poderiam transmitir, no inicio dos anos 90, foram desenvolvidos 0s
fatores recombinantes utilizando a tecnologia do DNA recombinante. Os FVIIir
desenvolvidos a partir de proteinas humanas ou animais podem ser classificados
em produtos de primeira, segunda, terceira e quarta geracbes (MANNULLY;
RAMYA; PULICHERLA, 2018).

A primeira geracdo de produtos (Recombinate (Baxter Bioscience),
Kogenate/Helixate (Bayer)), desenvolvidos em 1990, baseavam-se na albumina
humana ou animal como estabilizador na producéo e formulacgéo final. J& a segunda
geracao de FVIlIr (ReFacto (Wyeth Inc. Pfizer)), a albumina era utilizada somente
como nutriente na cultura celular e ndo como estabilizador. Na terceira geragao
(Advate (Baxter)), a producdo desses fatores nédo utilizava albumina para nenhum
processo de produgdo. A vantagem de n&o se utilizar a albumina humana ou
derivada de animal é a diminuicdo do numero de etapas envolvidas na producéo,
como a etapa de inativacdo viral. A quarta e Uultima geracdo de produtos
desenvolvidos (Eloctate e Nuwiq) foram produzidos em células humanas sem a
utilizacdo de proteinas humanas ou derivada de animais (MANNULLY; RAMYA;
PULICHERLA, 2018).

Os fatores recombinantes atualmente utilizados para profilaxia possuem
tempo de meia vida aproximadamente 12 horas, e por isso devem ser aplicados
diariamente pela via intravenosa aos pacientes, o que pode levar a dificuldades na
adesdo ao tratamento e também a nado efetividade do mesmo (MANCUSO;
SANTAGOSTINO, 2017).

Visando um maior tempo de meia vida dos FVIlIr, comodidade dos paciente
e aumento da adeséao, existem atualmente duas principais alternativas aprovadas
pela Agéncia Federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados
Unidos, FDA. As tecnologias de fuséo de Fc, regido da Imunoglobulina G humana
(IgG), e PEGIlacao, permitem o aumento do tempo de meia vida do FVIIr
(PEYVANDI; GARAGIOLA; BIGUZZI, 2016).

A tecnologia desenvolvida pelo laboratério Bioverativ/Sobi, esta aprovada

pelo FDA desde o ano de 2014, e possui nome comercial Eloctate. O mecanismo
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utilizado por este produto € a fusdo da porcao Fc da IgG ao FVIII para extenséo do
tempo de meia vida. A porcdo Fc da IgG permite que esta imunoglobulina seja
reciclada via receptores neonatais (FCRn) que a protege da degradacéao lisossomal.
Desta forma, ela ndo sofre degradacao, € reciclada e retorna a circulacdo. Utilizando
este mecanismo, a porc¢éo Fc foi acoplada ao FVIII para extensédo do tempo de meia
vida (19.7 + 2.3 horas) e diminuicdo do clearance do Eloctate (PEYVANDI;
GARAGIOLA,; BIGUZZI, 2016; POWELL, 2015).

A outra tecnologia empregada nos fatores recombinantes € a chamada
PEGlagéo, que consiste no uso do polietilenoglicol para ligacdo ao FVIIl e, assim
como o Eloctate, aumenta o tempo de meia vida (14,7 = 3,8 horas) e diminui o
clearance do FVIlIr. Atualmente existe um produto disponivel comercialmente que
utiliza esta tecnologia, o Adynovate (BAX 855) que foi aprovado pelo FDA em 2015.
Entretanto, existem outros produtos em fase de desenvolvimento, ensaios clinicos
de fase 3 que demonstraram aumento do tempo de meia vida de FVIII para 19 horas,
aproximadamente (MULLINS et al., 2017).

A Tabela 2 mostra os principais FVIIir com tempo de meia vida estendido
desenvolvidos até 2018 bem como a tecnologia empregada, célula de producéo,
extensdo da molécula e tempo de meia vida (KORTE; GRAF, 2018).



17

Tabela 2: Principais FVIlIr, tecnologia utilizada para extensédo do tempo de meia vida e

célula de origem.

Nome . Célulade Comprimento  Tempo de
L Nome Tecnologia . . L
generico origem da molécula meia vida
SeTeE s Elocta Fuséo Fc HEK LI 2 19 horas
alfa deletado
Rurioctacog  \yonovi PEGlacio CHO Comprimento 4 4 16 horas
alfa pegol total
Turoctocof alfa PEGlacdo CHO Dominio B 19 horas
pegol cortado
Damoctocog PEGlac&o BHK Comprimento 19 horas
alfa pegol total
Ligagcao covante

Lonoctoco SIS EEOIEE Dominio B

9 Afstyla leve e pesadae CHO 14,5 horas
alfa deletado

afinidade do
FvW aumentada

CHO: Chinese Hamster Ovary; HEK: Human Embryonic Kidney; BHK: Baby Hamster
Kidney.

Fonte: Adaptado de KORTE; GRAF, 2018.

4.2.2 Imunotolerancia induzida

O mecanismo de formacdo dos inibidores de FVIII ainda ndo é
completamente esclarecido, entretanto, acredita-se que a etiologia possa ser
proveniente de fatores multiplos e interligados entre determinantes genéticas e do
ambiente. Algumas variaveis contribuem para formacédo dos inibidores como a
gravidade da doenca, tipo de FVIII administrado, idade de exposi¢cdo ao primeiro
tratamento, dosagem utilizada no tratamento, interferéncias como cirurgias,
sangramentos graves, vacinas e infec¢cdes (LOVGREN et al., 2016).

Os inibidores de FVIII sdo anticorpos policlonais, principalmente das
subclasses IgG4, IgG1 e IgG2 que possuem como alvos os dominios A2, A3 e C2
da proteina FVIII. A identificacdo dos fatores interferentes na formacéo de inibidores
€ importante para antecipar, prever e evitar a formac¢do dos mesmos para beneficio
dos pacientes (HOFBAUER et al., 2016).
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Estudos observacionais, meta analise e andlise sistematica de revisdo
bibliografica demonstraram outras variaveis que podem influenciar diretamente na
formacdo dos inibidores porém nao possuem resultados muito conclusivos. Os
apontamentos desses estudos indicam que FVIII de derivados plasmaticos
possuem menores chances de desenvolvimento de inibidores do que FVIii
recombinantes. Além deste fator, estudos relacionados a idade de inicio de
tratamento apontam a maior chance de desenvolvimento dos inibidores para
hemofilicos com menor idade. Outros fatores estudados, como traumas, cirurgias e
infecgbes proximos a exposi¢cdo do FVIII indicam uma maior possibilidade de
desenvolvimento de inibidores. A hipétese que sustenta os resultados obtidos por
esses estudos é que a exposicao do FVIII a linfécitos T auxiliares CD4+ (Clouster
of Differention 4) na presenca de hemorragias graves, lesdes, etc., aumenta a
resposta imunolégica adaptativa e com isso ha mais chances do desenvolvimento
dos inibidores. A Figura 8 ilustra a influéncia de cada fator no desenvolvimento dos
inibidores de FVIII (PEYVANDI; GARAGIOLA, 2017).

Figura 8: Relevancia dos fatores ambientais no desenvolvimento de inibidores de FVIII.

Alta influéncia

Tipo de FVllic
(plasmatico /

recombinante)

Intensidade do tratamento:

Idade do primeiro tratamento

Cirurgias VACINAS) Infeccoes:

Baixa influéncia

Fonte: Adaptado de PEYVANDI; GARAGIOLA, 2017
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A resposta imunoldgica adaptativa ao FVIII tem inicio quando as células
apresentadoras de antigeno encontram os antigenos do FVIII reposto e apresentam
estes aos linfoécitos T CD4+ via completo principal de histocompatibilidade (MHC -
Major Histocompatibility Complex) de classe 2. Os linfocitos T CD4+ entéo
possibilitam que os linfécitos B produzam os anticorpos que neutralizardao o FVIII
reposto (seja de origem plasmatica ou recombinante). Para a inducdo da
imunotolerancia, € necessario que os pacientes recebam altas doses de FVIII, 200
IU/kg/dia. O mecanismo de acgéo descrito na literatura é que a administracao de
altas doses de FVIII pode suspender a atividade dos linfécitos T pela estimulagéo
exacerbada pelos antigenos, levando a delecéo ou forma anérgica da célula. Altas
doses também podem também eliminar células B de memadria. A imunotolerancia é
considerada efetiva quando o titulo de inibidores atinge valores abaixo de 0,6 BU/ml
e a funcéo de FVIII &€ normalizada. Os resultados clinicos observados nos pacientes
com hemofilia A geralmente sdo de 60-70% na erradicacdo da formacdo de
inibidores, demonstrando grandes chances de beneficio. Entretendo, mesmo para
pacientes que tiveram beneficio clinico apos o tratamento de ITI a formacédo de
inibidores pode retornam quando reexpostos ao FVIII (SHERMAN; BISWAS;
HERZOG, 2018).

A Figura 9 ilustra os componentes celulares envolvidos na formacdo dos
anticorpos inibidores de FVIII e como o mecanismo da imunotolerancia induzida
inibe a formacao dos anticorpos neutralizantes de FVIII. As células apresentadoras
de antigenos apresentam antigenos derivados de FVIII via receptor MCH de classe
Il para os linfocitos T CD4+. Estas células podem se diferenciar em linfécitos T
auxiliares e ativar as células B, que por sua vez, irdo produzir anticorpos. O
desenvolvimento de inibidores pode ser suprimido por linfécitos T reguladores e
também pela inibicdo direta de linfocitos B (SHERMAN; BISWAS; HERZOG, 2018).
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Figura 9: Elementos que modulam a formacé&o de inibidores de FVIII.
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Fonte: Adaptado de SHERMAN; BISWAS; HERZOG, 2018

Algumas outras técnicas estdo em desenvolvimento para possibilitar aos
pacientes maiores chances de erradicacdo de inibidores. A terapia génica, a
utilizacdo de imunomoduladores, como a rapamicina, administrados juntamente
com o FVllic, os FVIlir ligados a por¢cdo Fc, o Fator de coagulacao VII (FVII)
encapsulados em alfaces e ingeridos oralmente, podem, futuramente, ser opg¢oes
viaveis para aumento da tolerancia (WANG; TERHORST; HERZOG, 2016).

4.2.3 Agentes bypassing tradicionais

A incidéncia de desenvolvimento de anticorpos neutralizantes de FVIII é de
aproximadamente 30% em pacientes com hemofilia grave e menor em pacientes
com hemofilia moderada e leve, 3-13% (VELZEN et al., 2017).

A opcao de tratamento por agentes bypassing, isto é, opc¢des que néo
utiizam o FVIII como reposicdao, e sim outras alternativas como por exemplo

complexos de FIl ativada, FVlla recombinantes, entre outros, € a escolha mais
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utilizada para os pacientes hemofilicos que possuem alta taxa de inibidores do FVIII
(valores superiores a 5 BU/ml). Existem dois agentes atualmente comercializados
no mercado, os produtos FEIBA, chamado de Complexo Coagulante Anti-inibidor
ativado (aPCC), desenvolvido pela empresa Shire nos anos 70 e NovoSeven, que
€ um FVlla recombinante também chamado de Ectacog Alfa, desenvolvido pela
empresa Novo Nordisk nos anos 80 sdo as opc¢des de tratamento mais tradicionais
e gue contornam a necessidade reposicao por FVIII (GIANGRANDE el al., 2018).

O aPCC consiste num concentrado plasméatico de multiplos zimogénios e de
fatores de coagulagéo ativados. O complexo é composto principalmente por Fll, FXa
e FVlla e desempenha papel fundamental no controle hemostatico dos pacientes.
Ha possibilidade de acumulo de zimogénios com 0 uso repetitivo deste produto,
com isso, para se evitar possiveis complicagfes tromboticas, a dose diaria maxima
nao deve ultrapassar 200 U/kg (SHARIPO; MITCHELL; NASR, 2018).

O fator recombinante FVlla desenvolvido pela Novo Nordisk atua na via
extrinseca da cascata de coagulacdo, contornando a necessidade de ativacao de
FVIIl e FIX para a formacéo da trombina. A dose indicada para uso é de 90 pg/kg
administrada a cada 2 horas até a hemostasia .O tratamento inicial recomendado
para pacientes com inibidores de FVIII € o uso de NovoSeven, pois 0 FEIBA possui
quantidades de FVIII que podem aumentar a resposta por inibidores (SHARIPO;
MITCHELL; NASR, 2018).

Para os casos de hemofilia moderada e branda, o uso de desmopressina

auxilia na prevencéao da formacéao de inibidores do fator Vilic (COLLINS et al., 2012).

4.2.4 Novos Agentes bypassing

Existem atualmente trés novos agentes bypassing principais em
desenvolvimento considerados promissores na terapéutica dos pacientes
hemofilicos por possuirem mecanismo capazes de aumentar a hemostasia
independente da reposicdo por FVIlIr. Esses produtos possuem mecanismo de
acdo Unicos, tendo como alvo diferentes alvos na cascata de coagulagédo
(FRANCHINI; MANNUCCI, 2018).
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O Emicizumabe (Hemlibra, Roche/Genentech, USA) é um anticorpo
monoclonal aprovado pelo FDA em 2017 para o uso profilatico em pacientes
hemofilicos com inibidores e € considerado uma alternativa terapéutica Unica capaz
de transformar a rotina de tratamento dos pacientes (FRANCHINI; MANNUCCI,
2018).

O Fitusiran (Sanofi, Franca / Alnylam, USA) e o Concizumabe (NovoNordisk)
sdo agentes gque atuam inibindo a via anticoagulante e ainda estdo em fase de

testes clinicos (SHAPIRO, 2018). Os dados técnicos desses produtos estdo

aprsentados na Tabela 3.

Tabela 3: Novos agentes bypassing em desenvolvimento para hemofilia.

Agentes bypassing em desenvolvimento

Emicizumabe

Fitusiran

Concizumabe

Fabricante

Tecnologia

Mecanismo de

acao

Frequéncia de
dose

Via de

administracao

Fase do

desenvolvimento

Chugai Pharmaceutical/

Hoffman-La Roche

Anticorpo quimeérico
humanizado

biespecifico

Mimetizagao de FVllla

Semanalmente

Forma subcutanea

Aprovado pelo FDA

Alnylam

Pharmaceuticals

SiRNA

Inibicéo de

antitrombina

Semanalmente /

Mensalmente

Forma

subcutanea

Fase 2 -3

Novo Nordisk

Anticorpo
monoclonal

humanizado

Inibigéo do fT

A ser
determinado

Forma

subcutanea

Fase 2

Fonte: Adaptado de FRANCHINI; MANNUCCI, 2018.
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4.2.4.1 Emicizumabe (ACE910)

O emicizumabe é um anticorpo monoclonal do tipo IgG4, humanizado e
biespecifico desenvolvido a partir de células de ovarios de hamsters chineses
(SHIMA et al., 2016). Sua estrutura € quimérica, biespecifica e desenvolvida para
se ligar especificamente no Fator de coagulacdo IX ativado (FIXa) e FX,
mimetizando a funcao de FVllla e permitindo a formacéo de FXa. Uma vantagem
frente aos FVIlIr, € que ndo ha evidencia de formacdo de inibidores com a
administracdo de emicizumabe (SAMPEI et al., 2013).

A administracdo do emicizumabe é feita de forma subcutanea e apresenta
longos tempos de meia vida (4-5 semanas) e pode ser utilizado tanto em pacientes
com hemofilia A congénita quanto adquirida. (SHIMA et al., 2016). A utilizagdo de
emicizumabe para terapia profilatica, uma vez na semana (inicialmente com doses
de 4mg/kg) demonstrou reducdo na frequéncia dos episédios hemorragicos,
inclusive para as hemartroses. (SHAPIRO, 2018; MUTO et al., 2014).

O estudo clinico de fase 3 com pacientes com inibidores demonstrou
diminuicdo do nimero de episddios hemorragicos para pacientes que utilizaram a
terapia com emicizumabe de forma profilatica (79%de reducdo) ou sob demanda
(87% de reducado), com pacientes com nenhum episodio hemorragico no ano.
Alguns eventos adversos foram apresentados ao longos dos estudos clinicos,
principalmente micro angiopatias trombdticas. Por este motivo, é aconselhado
realizar a monitorizacdo dos aspectos de coagulacdo dos pacientes e fazer uso de
doses baixas de rFVila e aPCC (OLDENBURG et al., 2017).

4.2.4.2 Fitusiran (ALN-AT3)

O Fitusiran (ALN-AT3) € um RNA de interferéncia pequeno (siRNA) e atua
no silenciamento do gene de interesse. O agente foi desenvolvido para reduzir a
transcricdo da antitrombina no figado. Como a antitrombina atua na inativagéo da
trombina e FXa no plasma, a inibicdo de sua transcricdo aumenta a quantidade de

formacéo de trombina e dos outros fatores de coagulacao (PASI et al., 2016).
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O estudo clinico de fase 2 com administracdo cutanea de 50mg ou 80mg ao
més demonstrou reducédo da producéo de antitrombina de aproximadamente 80%
comparado aos valores de base. Também foi observado a diminuicdo dos episodios
hemorragicos nos pacientes que receberam fitusiran. Estudos de fase 3 estdo em
andamento e tem previsdo de andlise de dados em meados de 2019 (PASI et al.,
2016; FRANCHINI; MANNUCCI, 2018).

4.2.4.3 Concizumabe

Uma outra estratégia adotada para atuar na cascata de coagulacdo € o
controle inibitério do inibidor do fator tecidual (Tissue Factor Pathway Inhibitor -
TFPI). A funcdo de TFPI na cascata de coagulacéo € de se ligar ao complexo fT-
FVila e ao FXa, regulando negativamente a cascata de coagulacdo (LAURITZEN
et. al, 2019).

O concizumabe € um anticorpo monoclonal do tipo IgG4 que se liga
especificamente ao dominio KPI-2 do complexo fT-FVlla e inibe a sua ligacdo a
FXa, evitando desta forma, a inibicdo da cascata de coagulacdo e aumentando a
producéo de trombina (PETERSON; MARONEY; MAST, 2016).

Estudos clinicos em fase de desenvolvimento, fase 1 e 2, demonstraram a
eficacia de concizumabe com o aumento da producdo de trombina para valores

normais e nao apresentaram eventos adversos graves (CHOWDARY, 2018).

4.2.5 Terapia Génica

Embora as novas alternativas de opcdes de tratamento na hemofilia A,
possibilitem o aumento de tempo de meia vida dos medicamentos e
consequentemente o aumento do tempo de administracao entre doses, tais opgoes
ainda apresentam a necessidade de administracdes periodicas. Considerando esta
questao, a terapia génica € uma opc¢ao de tratamento em desenvolvimento que vem
apresentando resultados clinicos promissores no que se diz respeito a cura da
doenca (OHMORI, 2018).

A terapia génica tradicional tem como objetivo substituir o gene mutado por
um gene normal, no caso da hemofilia A, a substituicio acontece no gene

responsavel pela sintese do FVIII. Diversos modelos animais foram utilizados para
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desenvolvimento da terapia génica aplicada a hemofilia, sendo que em suinos foram
obtidos resultados promissores pois a coagulacado sanguinea suina € parecida com
a dos humanos (KASHIWAKURA et al., 2012).

A técnica se baseia na insercdo da sequéncia génica de interesse em células
alvos, e tem como estratégia duas possibilidades de inser¢cdo: administracédo direta
de vetores que carregam o gene de interesse ou o transplante de células com o
gene de interesse transduzido. O acido desoxirribonucleico codificador (DNAc) do
gene de FVIIl tem tamanho maior do que 7kb, o que impossibilita 0 empacotamento
no compartimento viral, desta forma, a solugédo encontrada para o empacotamento
do gene no virus foi a exclusdo do dominio B pois este ndo apresenta funcdo na
codificacdo da proteina (MCINTOSH et al., 2013).

A transferéncia de genes utiliza vetores que sao utilizados para carregar o
gene de interesse para a célula alvo, sendo os mais utilizados o virus adeno
associado (AAV), para administracdo do vetor in vivo, e o vetor lentiviral (LV) para
transducéo de células ex-vivo (OHMORI, 2018).

4.2.5.1 Vetor AAV

O AAV faz parte familia do Parvovirus e é a opc¢éao utilizada na terapia génica
da hemofilia, pois ndo esta relacionado a nenhuma patologia e possui baixa
resposta imunoloégica comparado a outros vetores. A Figura 10 ilustra o mecanismo
de acdo de entrada e transducdo do cDNA nos hepatdécitos. Fase A: Anticorpos
neutralizam o capsideo do AAV. Fase B: Entrada do vetor AAV por endocitose. Fase
C: Escape do endossomo para o nucleo. Fase D: Formacdo do Epissomo,
geralmente ndo integrado ao genoma. Fase E: Degradacé&o do capsideo vetorial por
linfécitos T CD8+ (Clouster of Differention 8) (OHMORI, 2018).

Outra caracteristica do vetor de sorotipo AAV8 € a sua capacidade de
expressao genética nas células do figado quando invejado por via intravenosa.
Entretanto, a técnica de terapia génica utilizando virus AAV possui a limitacdo
guanto ao tamanho do gene inserido (4,5 — 5,0 kb) e a impossibilidade de realizagcéao

na presenca de anticorpos neutralizantes (OHMORI, 2018).
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A estrutura do vetor selvagem consiste na cadeia simples de DNA que
codifica dois genes. O gene rep € essencial para replicacao do virion e o0 gene cap
para codificacdo de proteinas necessarias para o capsideo viral. Quando o vetor é
utilizado na terapia génica, esses dois genes sao perdidos e séo inseridos o gene
de interesse e o promotor para a transducéo (LISOWSKI et al., 2014).

Figura 10: Representacéo da transducao génica pelo vetor AAV..
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Fonte: Adaptado de OHMORI, 2018.

4.2.5.2 Vetor LV

Os vetores LV séo subclasses do vetor retroviral e possuem maior eficacia
de transducao em células quiescentes como por exemplo as células tronco
hematopoiéticas. Devido a esta caracteristica, esses vetores sdo mais utilizados

na terapia celular e possui ampla utilizacdo para outras doencas como leucemias
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e outras doencas hematopoiéticas. O vetor possui alto perfil de seguranca e esta
sendo desenvolvido para a hemofilia (OHMORI, 2018).

Estudos clinicos demonstraram resultados promissores utilizando a terapia
génica. No estudo clinico de dose Unica, administracdo intravenosa, utilizando o
AVV de sorotipo 5, os participantes que receberam a dose mais alta do vetor tiveram
a atividade de FVIIl aumentada para mais de 5 IU/ dl em apenas algumas semanas
seguintes a administracdo do vetor e tiveram os valores de atividade FVIII
normalizados (maiores de 50 U/ dl) (KORTE; GRAF, 2018).

5. CONCLUSOES

A revisdo bibliografica de artigos relacionados ao processo hemostatico,
fisiopatologia, aspectos genéticos e moleculares da Hemofilia A permitiram
compreender o funcionamento das principais alternativas terapéuticas utilizadas no
passado, presente e em desenvolvimento. A andlise de novos tratamentos
terapéuticos ja estabelecidos no mercado ou em desenvolvimento para a doenca
possibilitou o entendimento dos mecanismos de acdo de cada um deles os

resultados clinicos proporcionado aos pacientes.
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