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RESUMO

ANDREOTTI, I. ESTRATEGIAS PARA REDUQAO DA IMUNOGENICIDADE DO
FATOR RECOMBINANTE VIII DE COAGULAQAO (rFVII) NO TRATAMENTO DE
HEMOFILIA A. 2021. no. f. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-
Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2021.

Palavras-chave: Hemofilia A, Fator VIII recombinante, Imunogenicidade

INTRODUGAO: A hemofilia A é uma condicdo genética ou adquirida que consiste
na deficiéncia do fator VIII de coagulacdo no organismo, levando a episodios
hemorragicos frequentes. O tratamento € continuo e consiste principalmente na
reposicao do fator VIII como derivado de plasma (pdFVIIl) ou como biofarmaco
produzido por tecnologia do DNA recombinante (rFVIII). Em aproximadamente 25-
30% dos casos, o0 sistema imune do paciente passa a gerar anticorpos contra o
medicamento, prejudicando ou até inviabilizando o tratamento. Essa situagéo é
chamada de hemofilia com inibidores, sendo os inibidores os anticorpos que
neutralizam o fator VIII de reposicdo. OBJETIVO: A proposta deste trabalho é
identificar os mecanismos envolvidos na imunogenicidade do fator VIl e propor
formas de minimiza-los por modificagbes na estrutura proteica. MATERIAIS E
METODOS: Por meio de revisdo sistematica da literatura, foram coletadas
informacdes a respeito da molécula, da sua atividade e de como os componentes
do sistema imune interagem com ela. Além disso, foram empregados softwares
publicos e bases de dados para andlise aprofundada da sequéncia proteica e de
suas modificacbes poOs-traducionais, identificacdo de epitopos de carater
imunogénico e previsdo de mutacdes pontuais que nao impactassem na atividade
do fator. RESULTADOS: Os epitopos 482-508, 587-608, 1811-1818, 2173-2327 e
2253-2270 da molécula de rFVIII foram identificados como imunogénicos. Asn4l,
Asn239, Asn1810 e Asn2118 sao os residuos glicosilados, e Tyrl1680 é um residuo
sulfatado de alta importancia. Foram selecionados oito opc¢des de residuos para
substituicdo: Leu299lle, Arg484Lys, Tyrd87His, Arg489Ser, Pro492Asn, Arg593Lys,
His2315Asn e Glu2327Asp, e destaca-se Arg593Lys como mais promissor. Além
disso, propde-se insercao de uma porcéo do dominio de interface a3, o qual contém
Tyrl680, na sequéncia proteica final para aumento da afinidade por Fator von
Willebrand (FvW). CONCLUSAO: Apresenta-se uma proposta de Biobetter de rFVIII
produzida em células de ovario de hamster chinés (CHO), com o potencial de ser
menos imunogénica e, portanto, proporcionar aos pacientes vivendo com hemofilia
A uma melhor qualidade de vida por meio de um tratamento mais seguro e confiavel.



1. INTRODUCAO

1.1 Hemofilia

Hemofilia € uma doenca hemorragica causada pela deficiéncia de fatores de
coagulacéo, que leva a sangramentos espontaneos ou induzidos por traumas. A
hemofilia pode ser classificada como A ou B, sendo caracterizada pela deficiéncia
do fator VIl ou IX de coagulagdo, respectivamente. A hemofilia A equivale a
aproximadamente 80 a 85% dos casos, logo o presente trabalho concentra-se
nesse tipo (SRIVASTAVA et al., 2020).

A doenca também pode ser classificada pela causa como genética ou
adquirida. A forma genética, a mais prevalente, € uma doenca recessiva ligada ao
cromossomo X, isto &, no gene codificador do fator de coagulacdo deficiente (F8 na
hemofilia A, ou F9 na hemofilia B), h4 uma muta¢éo que provoca a doenca em todos
os homens portadores (X"Y). No caso das mulheres, se a mutacdo acomete apenas
um dos seus cromossomos X (XX, heterozigose), elas sdo portadoras da mutacao
e podem transmiti-la a prole, porém ndo manifestam a doenca; se a mutacéo ocorre
em ambos os cromossomos (X"XH, homozigose), situacdo bastante rara, elas
manifestam a doenca (Figura 1). J4 na forma adquirida, ndo ha mutacao nos fatores
VIII ou IX, porém formam-se autoanticorpos contra um desses fatores por meio de

doencas autoimunes, cancer ou origem idiopatica (SRIVASTAVA et al., 2020).
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Figura 1. Padrdo de hereditariedade de Hemofilia, em que vermelho indica individuos que
manifestam a doenga e laranja indica individuos portadores da mutagéo. (1a) Na prole de um homem
com hemofilia (X"Y) com uma mulher normal (XX), 100% dos filhos homens seriam normais (XY) e
100% das filhas mulheres seriam portadoras da mutacao (X"X). (1b) Na prole de um homem normal

(XY) com uma mulher portadora da mutagdo (X"X), ha 50% de chances de filhos homens
apresentarem a doenca (X"Y), e 50% de chances de filhas mulheres portarem a mutagéo (X"X). (1c)



Na prole de um homem normal (XY) com uma mulher com hemofilia (X"X"), 100% dos filhos homens
apresentariam a doenga (X"Y), e 100% das filhas mulheres seriam portadoras da mutacéo (X"X).

Na hemofilia A, o quadro clinico se caracteriza por hemorragias recorrentes
e duradouras, principalmente em articulacées (hemartroses) e muasculos, e que
variam em frequéncia e gravidade. Sangramentos em 6rgéos vitais podem ocorrer,
porém sdo menos comuns. O grau da doenca pode ser classificado em leve,
moderado ou grave de acordo com o nivel residual de fator VIII no plasma e a sua
atividade funcional (P10; OLIVEIRA; REZENDE, 2009). Aproximadamente 50-60%
das pessoas com hemofilia A tém a forma grave da doenca, sofrendo episédios de
sangramento frequentes e que podem promover condi¢des de dor, deformidade,
reducao da mobilidade e dano articular a longo prazo, além de haver maiores riscos
de hemorragias nos 6rgaos vitais (SRIVASTAVA et al., 2020; Young, 2012).

1.2 Coagulacao e Fisiopatologia da doenca

Quando ocorre lesdo de um vaso sanguineo, as plaquetas em conjunto com
o endotélio, o tecido conjuntivo do vaso e fatores circulantes e de membrana séo
responsaveis por realizar o processo de coagulagéo, resultando no fechamento da
lesdo e na parada do sangramento. Uma das etapas desse processo é a Cascata
de Coagulacao (Figura 2), uma série de reacdes enzimaticas envolvendo os fatores
de coagulacéo que resultam na deposicao de fibrina insollvel para estabilizacdo do

tampao plaquetario.
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Figura 2: Cascata de coagulacdo, indicando o funcionamento dos fatores de coagulagdo na
superficie das plaguetas até ativacéo da fibrina, responsavel por estabilizar o tampé&o plaquetario.
Figura adaptada de Ferreira et al. (2010).

Na fase de iniciacdo da cascata, células endoteliais que expressam o fator
tecidual (FT) em suas membranas entram em contato com componentes do sangue,
incluindo fatores de coagulacdo e mediadores inflamatérios. O FT liga-se ao fator
VII circulante, ativando-o a FVlla e formando com ele o complexo FVIla/FT, que
ativa pequenas quantidades de FIX e FX a FIXa e FXa, respectivamente. O FXa
ativa o FVa, o qual atua como cofator no complexo protrombinase FXa/FVa para
conversédo da protrombina (FIl) & trombina (lla). Nesse momento, a quantidade de
trombina formada n&do é suficiente para provocar a estabilizacdo do agregado
plaguetario, porém realiza papel essencial na ativagéo do FVIII e na formagédo de
maiores quantidades de FVa por feedback positivo, que constituem a fase de

amplificacéo da cascata. Na fase de propagacao, os fatores Vllla e 1Xa formam o



complexo tenase, que ativa mais FXa para formar maior quantidade do complexo
protrombinase, que por sua vez € capaz de formar trombina suficiente para
conversdo de fibrinogénio a fibrina, a qual forma polimeros que estabilizam o
tampao plaquetario (FERREIRA et al., 2010).

Destacando o fator VIII, em situa¢des normais ele esta inativo em complexo
com o fator von Willebrand (FVIII-FVW) na circulacdo. Durante a cascata de
coagulacdo, o complexo se dissocia na superficie das plaguetas pela acdo da
trombina, resultando na ativagéo dos dois fatores. O FVllla volta a ser inativado pela
acdo da proteina C com o cofator proteina S, como parte do processo
anticoagulante que mantém o equilibrio hemostatico, evitando oclusédo trombdtica
do vaso (FERREIRA et al., 2010). A deficiéncia desse fator, na hemofilia A,
representa uma falha na cascata, que assim nao é capaz de gerar fibrina suficiente
para estabilizar o tampéo plaquetario, resultando em longo tempo de coagulacéo e

em hemorragias.

1.3 Tratamento

A terapia de individuos com hemofilia consiste principalmente na reposicéao
do fator deficiente por via intravenosa. Atualmente, existem FVIII comerciais
derivados de plasma, que sdo obtidos por fracionamento do plasma humano com
inativacao viral, e recombinantes, isto €, a proteina de origem humana é produzida
por células em biorreator a partir de técnicas de engenharia genética (tecnologia do
DNA recombinante). Vale mencionar que também estdo em desenvolvimento
terapias génicas para o tratamento da hemofilia, no entanto elas ndo sado tema deste
trabalho (BRASIL. Ministério da Saude, Secretaria de Atencdo a Saude, 2015).

O tratamento pode ser profilatico, episédico ou perioperatério. A modalidade
profilatica é indicada para os casos graves da doenca e é continua, com intervalos
de 2 a 3 dias entre infusdes a depender do paciente, a fim de evitar sangramentos
espontaneos frequentes e potencialmente severos. A modalidade episodica visa a
controlar casos pontuais de sangramento, espontaneos ou causados por trauma, e
consiste em 1 a 2 infusdes por dia por aproximadamente 3 dias ap0s o episédio,

variando de acordo com a demanda do paciente. Existe também a modalidade



perioperatoria, para pessoas com coagulopatias que passardo por procedimentos
cirdrgicos e precisam garantir o controle da sua hemostase (BRASIL. Ministério da
Saude, Secretaria de Atencado a Saude, 2015; NOVO NORDISK A/S, 2018).

1.4 Imunogenicidade

Imunogenicidade € a capacidade de uma molécula exdégena induzir resposta
imune do organismo contra si propria. Essa ocorréncia é influenciada por fatores
relacionados a molécula e ao individuo, além de fatores ambientais e nutricionais
(KESSLER; GOLDSMITH; SCHELLEKENS, 2006).

Mesmo moléculas que podem ser benéficas ao organismo, como
biofarmacos, podem provocar resposta imune, gerando anticorpos anti-farmaco
(ADAS) e resultando em rejeicdo do tratamento. Nesses casos, a imunogenicidade
nao s6 impacta na eficacia do medicamento, como pode também provocar reacées
alérgicas, choque anafilatico e até doencas autoimunes (KESSLER; GOLDSMITH,;
SCHELLEKENS, 2006).

A imunogenicidade de proteinas terapéuticas pode ser influenciada por
diversos fatores, e merecem destaque aqueles que séo relacionados ao produto e
ao individuo. Em relacéo ao produto, podem-se citar espécie de origem, sequéncia
priméria de aminoacidos, estrutura da molécula, e processo de fabricacédo, incluindo
a espécie da linhagem celular empregada e as operacbes de purificacdo
(KESSLER; GOLDSMITH; SCHELLEKENS, 2006).

No caso de biofarmacos produzidos por DNA recombinante, como o fator VIII
recombinante (rFVIII), quanto maior sua homologia & molécula endégena, menor
tende a ser o grau de imunogenicidade. Produtos de diferentes laboratérios podem
apresentar diferencas na molécula e na formulacdo capazes de expor epitopos
imunogénicos na sequéncia primaria, assim favorecendo a indugédo de resposta
imune. Quanto a estrutura da molécula, proteinas de alta massa molecular ou com
alto potencial de agregacdo tendem a apresentar maior imunogenicidade, pois
linfécitos B podem reconhecé-las como estruturas virais (U.S. DEPARTMENT OF
HEALTH AND HUMAN SERVICES. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA),

2014). Quanto ao processo de fabricagéo, a espécie da linhagem celular produtora



da proteina influencia no perfil das modificacdes poés-traducionais (PTM), como a
glicosilacdo. O perfil e a composicao dos acucares indicam a origem da molécula e,
em casos em que a linhagem celular ndo é de mamifero (como Escherichia coli ou
Saccharomyces cerevisiae, comumente utilizadas na producéo de biofarmacos), o
organismo pode reconhecer a molécula como patogénica e iniciar resposta imune.
Além disso, se houver presenca de moléculas provenientes da linhagem celular no
produto, por erros de purificacdo, a resposta imune também é disparada. Vale
lembrar que as operacdes de purificacdo sdo uma questdo séria de seguranca,
considerando que moléculas fortemente patogénicas poderiam contaminar o
produto terapéutico, como a endotoxina lipopolissacarideo (LPS) no caso de E. coli
(KESSLER; GOLDSMITH; SCHELLEKENS, 2006).

Ja no que se refere ao individuo, grande exposicdo ao produto por meio de
alta dose ou alta frequéncia de administracdo favorece a ativacdo de resposta
imune, como ocorre em casos graves de hemofilia. A via de administracdo também
€ um fator importante, sendo a via intravenosa a que menos favorece
imunogenicidade. Além disso, alguns grupos de pacientes podem ser mais
susceptiveis do que outros: (i) em individuos com haplétipos de HLA distintos, existe
uma predisposicdo genética maior a desenvolver resposta imune contra o produto,
como sera explicado adiante; (ii) em pacientes com deplecdo do gene F8 que,
portanto, ndo possuem o FVIII enddgeno, o exdgeno é reconhecido como estranho
ao organismo; (iii) em pacientes com mutacfes na proteina, quanto maior a
diferenca entre seu FVIII enddgeno e o exdgeno, menor sera a homologia e maior
sera a probabilidade de respostas imunogénicas. Ainda, condicdes concomitantes
como doencas renais, hepaticas e autoimunes também podem ter impacto na
probabilidade de o rFVIII provocar resposta imune (KESSLER; GOLDSMITH;
SCHELLEKENS, 2006; U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA), 2014).

1.5 Hemofilia com inibidores
Um dos maiores desafios do tratamento de hemofilia é a imunogenicidade do

medicamento, ou seja, o desenvolvimento de anticorpos que inativam o fator de



reposicdo, chamados inibidores. Os inibidores sédo anticorpos policlonais
neutralizantes, ou seja, ligam-se a porcdes funcionais do FVIII, bloqueando sua
atividade (HELDEN et al., 2008). Isso ocorre em 20 a 30% dos casos de hemofilia
A (BRASIL. Ministério da Saude, Secretaria de Atencdo a Saude, 2015), e com
maior frequéncia (MOISE et al.,, 2012) nos quadros graves, 0S quais realizam
tratamento continuo de reposi¢cdo. Com a infusdo constante de fator VIII exégeno,
0 sistema imune passa a produzir aloanticorpos policlonais IgG que o inativam.

A resposta imune contra o FVIII € T-dependente (REIPERT et al., 2001). Ao
reconhecer este antigeno peptidico, células apresentadoras de antigeno (APCs)
apresentam-no a linfocitos T CD4*, também conhecidos como linfocitos T auxiliares
ou Th, por meio da molécula de membrana MHC Il. As moléculas de MHC tém
afinidade especifica pelo antigeno, pois seu gene codificador, especificamente os
loci pertencentes ao sistema HLA, é uma das sequéncias genéticas com maior
ocorréncia de polimorfismos nos mamiferos, permitindo altissima variabilidade e
especificidade a diversos antigenos. A regido do sistema HLA codifica seis por¢des
distintas: no MHC |, estédo presentes as por¢gdes HLA-A, HLA-B e HLA-C, enquanto
no MHC Il estdo HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR. Dessa forma, a afinidade do MHC
por antigenos depende principalmente do sistema HLA com seus diferentes
haplétipos (SHANKARKUMAR, 2004).

A apresentacdo de antigenos é uma etapa essencial da selecdo timica,
processo de maturacdo de linfécitos T que resulta na formacéo de linfocitos T
efetores contra antigenos externos e elimina linfécitos T reativos contra antigenos
proprios, além de gerar linfécitos T regulatorios (Tregs), 0S quais evitam que acdes
do sistema imune prejudiguem o0 organismo ao promover ac¢ao anti-inflamatoéria.
Durante o processo de selecao, células do timo apresentam antigenos préprios, por
meio de MHC, aos precursores de linfocitos, e aqueles que tiverem afinidade por
esses antigenos serdo eliminados para que o organismo ndo tenha doencas
autoimunes. Se determinadas moléculas de MHC n&do se ligam bem a certo
antigeno proprio, em decorréncia de mutagdes no sistema HLA, por exemplo, a
apresentacdo desse antigeno no timo ndo sera tao eficaz, e alguns linfocitos T

reativos a ele podem passar pela selegcao (ABBAS; LICHTMAN, 2005). No caso da



imunogenicidade do fator VIII, esse fenbmeno caracteriza a predisposi¢cao genética
maior a desenvolver imunidade contra o produto farmacéutico a ser reposto.

Na formacdo de resposta imune contra FVIII, linfécitos B interagem com
epitopos do FVIII por meio do MHC Il. Assim, efetuam seu papel de APCs ao
interagir com linfocito T CD4* pelo receptor de células T (TCR). Essa interacao
consiste em uma ativacao bidirecional: o linfécito B modula a ativacao do linfocito T
contra o antigeno por meio da apresentacao, e o linfécito T por sua vez é capaz de
modular a ativacdo e diferenciacdo do linfécito B, que a partir disso passara a
produzir anticorpos anti-FVIII (Figura 3). A partir da formacdo do complexo MHC-
antigeno-TCR, co-estimulada pela interacdo entre B7 do linfocito B e CD28 do T, o
linfécito T se torna ativo e passa a expressar CD40 ligante (CD40L) em sua
membrana, o qual interage com CD40 do linfocito B. Com isso, o linfécito T libera
citocinas que ativam o linfocito B, promovendo sua proliferacao e diferenciacéo para
sintese de anticorpos IgG anti-FVIII (ABBAS; LICHTMAN, 2005).
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Figura 3: Ativagdo de linfécitos e liberacéo de anticorpos anti-FVIII. I) O antigeno FVIII é reconhecido
pelo linfécito B, que realiza endocitose do peptideo e passa a apresenta-lo em sua membrana em
complexo com MHC-II. Il) O linfécito B apresenta o antigeno ao linfécito T com a interagéo entre o
MHC-II e o TCR. Ill) Com a intera¢@o das moléculas co-estimulatérias B7-CD28 e CD40-CD40L, o
linfécito T se ativa e se iniciam as cascatas intracelulares de transdugéo de sinal. V) A transducgéo
de sinal em T resulta na formacao de citocinas que séo liberadas e recebidas pelo linfocito B, que
assim se torna ativado e se diferencia para sintese e liberacao de anticorpos IgG anti-FVIIl. TCR:
receptor de linfécitos T. Figura criada com biorender.com (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Como consequéncia, o paciente ndo responde ao tratamento habitual e pode
sofrer aumento na frequéncia e/ou gravidade dos sangramentos. A conduta a ser
tomada a partir disso depende da quantificacdo e qualificagdo dos inibidores
presentes, cujos dados permitem identificar as melhores alternativas para controle
do quadro.

Realiza-se a titulagdo dos inibidores, mensurados em unidades Bethesda
(UB), que correspondem a quantidade de anticorpos circulantes capazes de inativar
50% do fator VIl presente em 1 mL de plasma. A partir disso, é necessario identificar
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o nivel de resposta antigénica inibitéria desses anticorpos, determinando sua
poténcia (BRASIL. Ministério da Saude, Secretaria de Atencédo a Saude, 2015).

Algumas formas de controle da hemofilia com inibidores incluem: (i) aumento
da dose e/ou frequéncia de reposicdo do fator deficiente; (ii) erradicacdo dos
inibidores por inducdo de imunotolerancia (ITI), que consiste na administracdo de
doses muito altas do fator por periodos prolongados para que o sistema imune do
paciente passe a tolerar a molécula; e caso o paciente ndo responda a técnica de
ITl, pode-se ainda realizar (iii) uso de agentes de bypass, que atingem a hemostase
por vias alternativas independentes do fator deficiente. Entre eles, podem-se citar o
fator Vlla, que, em conjunto com FT, ativa os fatores Xa e IXa; e o concentrado de
complexo de protrombina ativada (aPCC), que contém protrombina (FIl), FIX, FX e
FVlla (SRIVASTAVA, 2020).

1.6 Fator VIII (FVIII) e Fator VIl recombinante (rFVIII)

O fator VIII € uma grande glicoproteina plasméatica cuja sequéncia de
aminoécidos pode ser organizada em seis dominios: Al-A2-B-A3-C1-C2. Sua
estrutura € composta de duas cadeias que se mantém unidas por uma ponte de
cations divalentes: a cadeia leve (LC) composta dos dominios A3-C1-C2 e com
massa molecular de aproximadamente 80 kDa, sendo em C2 o principal sitio de
ligacdo a membrana da plagueta ativada; e a cadeia pesada (HC), de 90 a 210 kDa
(BOEDEKER, 2001) e composta dos dominios Al-A2 e de uma porcdo de
comprimento variavel do dominio B. O dominio B € uma porcéo ndo essencial da
molécula e sofre clivagens parciais por parte da trombina. A partir da iniciacdo da
coagulacao, a trombina o cliva completamente, além de clivar a ligacdo covalente
entre A1l e A2. Assim, o FVIllla é um trimero composto de Al, A2 e LC, com sitio
ativo localizado em A2 (Figura 3) (STOILOVA-MCPHIE, 2013).
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Figura 4: Organizacéo dos dominios na estrutura primaria do FVIII. i) Distribuicdo dos dominios na
sequéncia de aminoacidos, 1 a 2332. ii) Pela a¢édo da trombina em circunstancias normais, o dominio
B é clivado parcialmente, gerando o heterodimero FVIII, com as cadeias leve e pesada. iii) Com a
iniciacdo da coagulacgéo, a trombina cliva completamente o dominio B e a ligagdo entre os dominios
Al e A2, resultando no FVllla. Adaptado de Stoilova-McPhie et al. (2013).

A funcéo do FVllla é interagir com FIXa formando o complexo tenase, o qual
€ responsavel pela ativacdo do FXa. Isso depende de uma organizacdo estrutural
complexa com duas interfaces bem definidas: a ligacdo membrana-LC, e a ligagao
LC-HC. Além da relacdo estrutura-atividade da molécula, € importante considerar
sua estabilidade, que se relaciona com seu perfil de glicosilacdo e sua afinidade
pelo fator von Willebrand. A glicosilacdo, além de auxiliar o dobramento correto da
proteina, reduz acdes proteoliticas e o reconhecimento do sistema imune contra ela,
prolongando sua meia-vida. A ligacdo ao FwV estabiliza o FVIII inativo e também
reduz seu reconhecimento pelo sistema imune, por impedir que as células
dendriticas fagam endocitose do fator (LIEUW, 2017).

Com a clonagem do gene F8 em 1984, preparados de FVIII recombinante
(rFVIIl) comecgaram a surgir no mercado nos anos 1990. Os produtos de primeira
geracao traziam a sequéncia completa da proteina, contendo proteinas humanas e
animais tais como a albumina como estabilizantes. Na segunda geracédo, foi
identificado que deletar grande parte do dominio B da proteina, gerando-se
compostos com dominio B deletado (do inglés B-Domain Deleted, ou BDD), era uma
vantagem na producao e ndo afetava sua atividade. A terceira geracgdo foi composta
de produtos sem proteinas humanas ou animais na formulacédo, devido ao risco de
contaminagcdo por patégenos. Finalmente, o produto simoctocog alda (Nuwig®)

iniciou a quarta geracado como rFVIIl BDD produzido em células HEK, tendo assim
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perfil de glicosilacdo humano e visando ter menor ocorréncia de imunogenicidade
(LIEUW, 2017; LISSITCHKOV et al., 2019).

A meia-vida dos produtos recombinantes varia entre 8 e 12 horas, podendo
atingir 20 horas no caso dos produtos com meia-vida prolongada (EHL) (Tabela 1)
(LISSITCHKOV et al., 2019).

Tabela 1
Produtos FVIII disponiveis no mercado
Origem Produto Cadeia FVIII Tecnologia Meia-vida
(horas)
Derivado de Fator anti-hemofilico (Hemofil .
lasma M®, Koate-DVI®, Monarc-M®, Cadeia completa Plasma humano 14,8 -17,5
P Monoclate-P®)
Derivado de Complexo fator anti- Cadeia completa
lasma hemofilico/FvW (Alphanate®, em complexo Plasma humano 12,2-17,9
P Humanate-P®, Wilate®) com FvW
Recombinante, Fator anti-hemofilico . BSA no meio de pyltura,
a . ’ . . Cadeia completa HSA como estabilizante 14,6 + 4,9
12 geracéo recombinante (Recombinate®) <
na formulagéo
Recombinante, rFVIIl-Fs (Helixate®, Cadeia completa Sg:r(r;%ct)ig:sphrgﬁr?;zlss 13,7
22 geracao Kogenate®) P P - '
no meio de cultura
Recombinante Fator anti-hemofilico Sem adicéo de
a ~ ' recombinante (Advate®, Cadeia completa proteinas humanas ou 12,0-14,2
32 geracao SR x
Kovaltry®) animais a formulacao
Recombinante Solucéo de proteinas
a = ' Moroctocog alfa (ReFacto®) BDD plasmaticas humanas 145+53
23 geracao .
no meio de cultura
Recombinante, Moroctocog alfa (Xyntha®) Sem a digdo de
a ~ ’ . BDD proteinas humanas ou 10,8-12,0
32 geracao Turoctocog alfa (NovoEight®) RN ~
animais a formulacao
Recomb|~nante, Simoctocog alga (Nuwigq®) BDD Celul'as I—_|EK~para perfil 17,1+11,2
42 geragéo de glicosilagdo humano
Recombinante
x ' Octocog alfa pegol . IFA de Advate®
a -
SI;HQI]_eragao (Adynovate®) BDD-PEGuilado PEGuilado 14,7 £ 3,8
Recombinante, Células HEK para perfil
42 geragéo rFVIII-Fc (Eloctate®) BDD-Fc de glicosilagdo humano, 19,7 +2,3
EHL fuséo a Fc-1gG
Recombinante, Sem adicéo de
32 geracao rFVIII-SC (Afsyla®) Cadeia Unica proteinas humanas ou 14,2
EHL animais a formulacao

Tabela 1: Produtos de Fator VIII disponiveis no mercado para tratamento de hemofilia A. FVIII: Fator
VIII; FvW: Fator von Willebrand; BSA: albumina de soro bovino; rFVIIl: Fator VIII recombinante; FS:
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Formulacdo com sacarose; BDD: Dominio B deletado; HEK: Células embrionarias de rim humano;
EHL: Meia-vida prolongada; PED: Polietilenoglicol; IFA: Ingrediente Farmacéutico Ativo; Fc: fuséo a
frag8o constante de imunoglobulina; SC: Cadeia Unica. Adaptado de LIEUW (2017).

Devido ao tamanho do gene F8 e da glicoproteina FVIII, assim como seu alto
grau de glicosilacdo, a producéo do rFVIII deve ser realizada em linhagens celulares
de mamiferos (BOEDEKER, 2001). Como descrito na Tabela 2, alguns exemplos
empregados industrialmente sdo CHO, BHK e HEK (CANIS et al., 2018).

Tabela 2

Linhagens celulares empregadas

Origem Fonte celular Proteina Cadeia FVIII

Derivado de Células de endotélio Fator VIII Cadeia completa EVIII

plasma humano humano

Raecombtnante, BHK Octocog alfa Cadeia completa FVIII

32 geracéo

:F;fcombLnante, CHO Octocog alfa Cadeia completa FVIII
geracao

RaecombLnante, CHO Turoctocog Dominio B parcial

32 geracgéo alfa

RaecombLnante, CHO Moroctocog Dominio B deletado

32 geracgéo alfa

RaecombLnante, HEK Simoctocog Dominio B deletado

42 geracao alfa

Recombinante, HEK Efmoroctocog Dominio B deletado

42 geracdo EHL alfa em fusdo com Fc-l1gG

Tabela 2: Linhagens celulares empregadas na produc¢do de alguns dos produtos rFVIII disponiveis
no mercado. Adaptado de Canis et al. (2018).

O desenvolvimento do produto se inicia na clonagem do gene F8 e sua
insercdo na célula hospedeira. E feita entio uma otimizacdo do sistema de
expressado para que se realize uma producéo com estabilidade e alto rendimento. A
linhagem resultante € chamada de banco mestre de células (MCB), que é
preservado em nitrogénio liqguido como cultura homogénea, a qual é
minuciosamente caracterizada quanto ao seu perfil genético e auséncia de
contaminantes patogénicos. Dessa cultura é entdo retirado o banco de células de
trabalho (WCB), que realizam os ciclos de produgdo (BOEDEKER, 2001).

E necessario preparar um meio de cultura que permita crescimento e

producao celular e que mantenha a estabilidade do produto (BOEDEKER, 2001). A
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selecéo do sistema de reacdo deve ser adequada as caracteristicas da cultura, que
nesse caso envolvem células frageis dada a auséncia de parede celular. Assim,
podem ser empregados fermentadores com cultura em suspensdo. ApoOs
rendimento de produto, sdo realizadas as etapas de purificacdo, que em geral
consistem em varias colunas de cromatografia para que se alcance um preparado
de alta pureza, sem impurezas derivadas das células ou do processo, e de
seguranca, sem presenca de virus ativos ou outros patégenos (BOEDEKER, 2001).
Por fim, é preparada a formulagdo final com a inclusdo de adjuvantes como
estabilizantes, por exemplo solu¢cédo de sacarose (BOEDEKER, 2001).

Produtos de rFVIIl sdo de alto custo, devido a elevada complexidade de
preparacdo. Considerando a alta ocorréncia de hemofilia A com inibidores, os
custos envolvidos no controle da doenca e a ma qualidade de vida dos pacientes
com essa condicao, além do risco de complicacfes graves e morte, € imprescindivel

gue mais estudos sejam realizados neste tema.

2. OBJETIVO(S)

Este trabalho visa estudar a estrutura molecular do rFVIIl e compreender
seus mecanismos de imunogenicidade durante o tratamento de reposicdo da
hemofilia A. A finalidade é que se proponha estratégias para producdo de um
biofarmaco que minimizem esse efeito adverso. Além da andlise da estrutura e
funcionalidade da proteina, também serdo analisadas suas modificacbes pos-
traducionais e avaliados seus parametros de producdo, mediante a literatura e as
informacdes patentarias disponiveis.

Ao final, o objetivo é ter dados para propor modificagdes no perfil molecular
da proteina a fim de melhorar sua eficacia e seguranca, resultando em uma nova
molécula com o potencial de aprimorar o tratamento vigente e aumentar a qualidade

de vida dos pacientes que vivem com hemofilia A.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Revisdo bibliografica

Foi realizada revisdo sistematica da literatura dos udltimos 20 anos em
bibliotecas como Elsevier, PubMed e repositérios de universidades como
Universidade de Sao Paulo (USP), Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP)
e Universidade de Tecnologia de Viena (TU Wien). Os estudos foram auxiliados
pelas ferramentas Google Académico, Sci-Hub e LibGen para acesso a
determinadas bibliografias, além de livros didaticos e bases de dados publicas como

UniProt e Protein Database (PDB). Palavras-chave como “hemofilia”, “hemofilia com
inibidores”, “coagulacao”, “fator VIII”, “fator VIII recombinante”, “imunogenicidade”,
‘resposta T-dependente” e “sistema HLA” foram empregadas na busca.
A formatacdo do trabalho conforme as normas ABNT foi auxiliada pelas
ferramentas Mendeley e FastFormat.
3.1.1 Critérios de inclusédo
Foram incluidas publicacbes de veiculos reconhecidos pela comunidade
cientifica, em lingua portuguesa ou inglesa, que abordam temas relacionados a
Hematologia e coagulacdo, Imunologia e imunogenicidade, Biotecnologia e
producdo de biofarmacos, e subtemas correspondentes. Informagdes de bula,
normas técnicas e informativos retirados da biblioteca de agéncias regulatérias
como ANVISA, FDA e EMA também foram considerados.
3.1.2 Critérios de Exclusao
Né&o foi considerado contetdo em outras linguas, de periodo anterior ao ano

1994 ou de origem duvidosa.

3.2 Estratégias para reducdo da imunogenicidade do rFVllla

A base de dados PDB e o programa PyMol foram empregados para analise
estrutural do modelo cristalografico (PDB ID: 3CDZ). Apos identificacdo de epitopos
imunogénicos reportados na literatura, o software SNAP2 Predicting functional
effects of sequence variants (RostLab, TUM) foi utilizado a fim de se testar o impacto
de mutacBes a esses sitios. Para uma andlise mais abrangente de potenciais

epitopos e sua afinidade ao MHC-Il, foram empregados os softwares publicos
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NetMHCIlI (DTU Health Tech) e MHC-II Binding Predictions (IEDB Resource).
Quanto aos alelos especificos de HLA no MHC-II, seria impossivel listar todos
devido a enorme variabilidade do sistema na populacdo. Portanto, foram
considerados apenas alelos que foram mencionados em multiplos estudos sobre a
imunogenicidade do rFVIII e que estdo presentes em parcela significativa da
populagéo global: HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*11:01 e HLA-
DRB1*15:01 (JAMES et al., 2011; KESSEL et al., 2008).

4. RESULTADOS

4.1 Estrutura molecular do FVIII
4.1.1 Estrutura peptidica: cadeias e dominios

O fator VIII € uma glicoproteina plasmatica cuja estrutura se organiza em seis
dominios: Al, A2, A3, B, C1 e C2, sendo aqueles identificados pela mesma letra
homélogos entre si. O dominio B é clivado pela acdo da trombina durante a ativacédo
do fator, portanto a molécula ativa se estrutura em duas cadeias distintas, que se
mantém estaveis pela presenca dos cations Cu?* e Ca?*. Ao final da ativacédo do
fator, a cadeia chamada pesada (HC) é composta de Al e A2, e a cadeia leve (LC)
de A3, C1 e C2 (Figura 5) (STOILOVA-MCPHIE et al., 2013).

2223 N WY 2205 L, 2915
2251-2252 2058 21992200
2199.2200  2092-2093  2251-2252

Figura 5: Estrutura do FVllla sobre a membrana de plaqueta ativada. O plano verde, na parte inferior
da imagem, ilustra a interface do fator com a membrana, sendo salientados os residuos da proteina
que entram em contato com a estrutura. Os dois planos azuis indicam a interface entre as cadeias
HC e LC. (l) Modelo 3D do FVllla (PDB ID: 3CDZ) calculado em difragdo de raio X. (II) Modelo 2D
do FVIllla calculado por microscopia crio-eletrénica. Adaptado de Stoilova-McPhie et al. (2013).

Em termos de atividade, os dominios A2 e A3 contém os principais pontos de
interacdo com o Fator IX ativado (FIXa) no complexo tenase. Os residuos 1811-

1818 de A3 compdem um sitio de ligacdo de alta afinidade com o fator IXa (Ka~ 2,5
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nM) (BAJAJ et al., 2001), e os sitios 558-565 e 707-712 de A2 também fazem parte
da interacdo (FAY et al., 1994; LENTING et al., 1996; JENKINS et al., 2004).

Ja os dominios C1 e C2 sao responsaveis pela interacdo do complexo com
a membrana da plaqueta ativada. A cadeia pesada auxilia na conformagéo
estrutural do FVllla, garantindo o posicionamento adequado de C2 sobre a
membrana. Os residuos Arg2215 e Lys2249, de C2, sdo pontos essenciais de
ancoragem do FVllla a membrana, e os loops de C1 que abrangem Arg2090,
Lys2092 e Arg2159 também tém sua importancia. Ainda, A3 contém um loop, 1899-
1903, que se projeta em direcdo a membrana promovendo uma interacéo
eletrostatica entre Arg1900 e as cabecas acidas dos fosfolipidios, estabelecendo

mais um ponto de conexao (Figura 6) (NGO et al., 2008).

Cadeia ',f Ly ’ <
pesada ' N

Fator Villa Fator IXa Complexo tenase

Figura 6: Estrutura do complexo tenase e sua conformacdo sobre a membrana de uma plaqueta
ativada. As regides i (558-565 no FVillla; 330-339 no FIXa), ii (707-712 no FVllla; 301-303 no FIXa)
eii (1811-1818 no FVllla; Phe25, Tyr69 e Asn92 no FIXa) séo os sitios de interacdo entre os fatores,
e as regides em azul escuro na parte inferior da imagem representam os pontos de ancoragem sobre
a membrana em C1 e C2 no FVllla, e no FIXa. E possivel observar o loop de A3 (1899-1903) que
se projeta para a membrana. Adaptado de Ngo et al. (2008).

Além das interacdes essenciais para atividade, a interacdo com FvW é de
grande relevancia. Como ja citado, o complexo FVIII-FvW proporciona estabilidade
ao FVIII por reduzir o acesso de proteases e componentes do sistema imune, como
APCs, ao fator (DELIGNAT et al., 2007). Por isso, é preciso destacar o residuo
Pro1809, que confere afinidade do FVIII pelo FYW (YADA, 2015).

4.1.2 Modificagbes pos-traducionais (PTM)
Muitas proteinas, durante sua tradugdo, passam por etapas de

processamento que as conferem caracteristicas como enovelamento,
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enderecamento e funcionalidade. Em diferentes compartimentos da célula, a

sequéncia peptidica pode receber grupos quimicos em reacées como acetilacéo,

fosforilacdo e glicosilacdo. Como glicoproteina, o fator VIII passa por glicosilacao,

além de sulfatacao de tirosinas (UniProt ID: P0O0451; KANNICHT et al., 2013).
4.1.2.1 Glicosilacéo

O processo de glicosilacao tem inicio no reticulo endoplasmatico (EFFER et
al., 2020). Oligossacarideos precursores se ligam a residuos de Asn pelo grupo
funcional amina, no caso de N-glicosilacao, ou a residuos de Ser ou Thr pelo grupo
hidroxila, no caso de O-glicosilacdo (REILY et al., 2019). Cada precursor entao
passa por maturacao, isto €, é clivado por glicosidases e/ou modificado por glicosil-
transferases durante a via secretora pelo complexo de Golgi (CANIS et al., 2018).

O perfil de glicosilacdo de proteinas € Unico conforme a espécie, linhagem
celular e tecido ou tipo celular, devido a disponibilidade de oligossacarideos
precursores e enzimas, ndo s6 no organismo como também no meio de cultura, se
for o caso. Dessa forma, € um tépico de grande importancia a se considerar no
desenvolvimento de biofarmacos, pois a estrutura da molécula pode variar em
decorréncia do glicoma observado, podendo comprometer a eficacia do produto,
tanto em termos farmacodinamicos como farmacocinéticos, e ainda sua seguranca
(CANIS et al.,, 2018). Além disso, a glicosilagcdo exerce func¢des cruciais como
sinalizacdo da proteina para secrecdo e enderecamento celular, prote¢cdo contra
protedlise e reconhecimento imune, e garantia de enovelamento adequado da
sequéncia peptidica, promovendo uma molécula funcional e estavel (KANNICHT et
al., 2013). No caso do FVIII, foi observado que a glicosilagdo também exerce papel
significativo na afinidade ao FvW (DELIGNAT et al., 2007).

Sabe-se que o FVIII humano sofre N- e O-glicosilagbes complexas, isto €, 0s
glicanos passam por multiplas etapas de processamento. Foram reportados quatro
principais sitios de N-glicosilagdo no pdFVIIl, nos dominios Al (Asn4l e Asn239),
A3 (Asnl1810) e C1 (Asn2118) (Figura 7) (KANNICHT et al., 2013; CANIS et al.,
2018). As caracteristicas dos glicanos podem ser observadas na Tabela 3. Os O-
glicanos, assim como outros N-glicanos, estdo contidos em B, no entanto este

dominio ndo sera analisado no presente trabalho.
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Figura 7: Sequéncia peptidica de FVIIl com as PTM identificadas. Os marcadores redondos verdes
indicam os residuos de Asn N-glicosilados, e os vermelhos indicam residuos de Asn que poderiam
ser N-glicosilados, mas nao apresentam tal substituicdo; os quadrados azuis indicam residuos O-
glicosilados; os redondos laranjas marcados com S, os residuos sulfatados (destacando-se o residuo
Tyrl680, importante para a afinidade entre FVIII e FvW); as pontes amarelas representam as pontes
dissulfeto dentro da sequéncia, e os tracos laranjas indicam os residuos livres de Cys. Também
estdo representados os cations metalicos (Me?*) que mantém a estabilidade das cadeias. Adaptado
de Kannicht et al. (2013).

Tabela 3
N-glicosilacdo em FVIII
aa Dominio  Estrutura Exemplo de glicano
Asn4l Al Estruturas complexas de duas antenas HexsHexNAcsFucs
com core fucosilado, sialiladas v
e y
Y smm
= I
Asn239 Al Estruturas complexas, hibridas e ricas  HexsHexNAc:
em manose, sem core fucosilado
e.nn
Asnl1810 A3 Estruturas complexas de duas antenas HexsHexNAcsFucaNeuAc
com core fucosilado, sialiladas. Alto * " e v
namero de epitopos ABO vy ‘s.m.®m
"o
Asn2118 C1 Estruturas ricas em manose, sem core  HexsHexNAc:
fucosilado oo

® Manase B N-acetilglucosamina $ Acido sidlico

O Galactose [0 N-acetilgalactosamina ¥ Fucose

Tabela 3: Sitios de N-glicosilacdo no FVIlis e detalhes sobre a estrutura dos glicanos (KANNICHT
et al, 2013; CANIS et al, 2018; GlyGen ID: P00451).

Em geral, o FVIIl humano apresenta um predominio de oligossacarideos
complexos de core fucosilado e sialilados, ou seja, com acido sialico
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(majoritariamente NeusAcGal) em sua regido terminal. Destes, cerca de 1/3
apresenta o padrao de ligagédo a2,3 (NeusAca2,3Gal), enquanto os 2/3 restantes
apresentam o padrdo 02,6 (NeusAca2,6Gal) (Figura 8) (CANIS et al., 2018). Foram
identificados também glicanos complexos de core fucosilado com epitopos ABO
sanguineos em seus terminais; glicanos ricos em manose; e pouca ocorréncia de
glicanos hibridos, isto €, pouco processados. Entende-se que os substituintes de
Asn239 e Asn2118 sao pouco processados por se localizarem em bolsdes no
interior da molécula, sem que enzimas possam acessar, em contraste com Asn41l
e Asnl1810 que provavelmente se encontram na superficie e, consequentemente,

sofrem varias reacdes de processamento (UniProt ID: PO0451).

NeugAc,, ;Gal

NeugAc,, ;Gal

1
OH COOH

HO

Figura 8: Porcdo terminal de dois tipos de estrutura de acido sidlico, presentes nos glicanos
complexos. Estdo representados o acido N-acetilneuraminico (NeusAc) em ligacdo com o
monossacarideo de galactose (Gal). Acima, € possivel observar o padrao de ligagdo a2,3; abaixo, o
padréo a2,6. Figura criada com ChemDraw v19.0.0 (2019).

CANIS et al. (2018) realizaram uma comparacao entre os perfis de N-
glicosilacdo de pdFVIll e de diferentes formulagbes de rFVIIl, a fim de analisar o
impacto do tamanho do peptideo (com ou sem o dominio B) e da linhagem celular
empregada sobre esse processo. A Tabela 4 descreve os resultados.
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Tabela 4
Comparacao entre pdFVIll e cinco rEVIII quanto ao perfil de N-glicosilacdo
Tipo de FVIII pdFVIII rEVIII
g n.a. BHK CHO CHO  CHO HEK
empregada
Sequéncia Completa Completa Completa B parcial BDD BDD
peptidica FVIII
Caracteristicas Estruturas Estruturas menores
gerais dos grandes
glicanos
N-glicanos
predominantes Complexos de core fucosilado e com duas antenas; Ricos em manose
Antenas LacNAc Estruturas Tipo 2 LacNAc, em namero LacNAc, com 5-10%
menores proximo ao perfil humano de LacdiNAc
fucosilado; em numero
menor do que pdFVIII
Grupos Sialilagédo Sialilagdo NeusAc com padréo de ligagcdo Nivel menor de
terminais NeusAc com majoritariamente a2,3; 1,6-4,8% propor¢ao sialilacéo do que
padréo de NeusGc pdFVIIl; NeusAc com
ligacdo a2,6 e padréo de ligacdo a2,6
a2,3; 1,3% e a2,3; nao foi
NeusGc; detectado NeusGc
Epitopos ABO
Epitopos Geralmente Niveis baixos de Lewis*, sem detecgdo de  Lewis* em abundancia
LewisX e ausentes em LewisY e niveis detectaveis de
LewisY glicoproteinas LewisY
plasmaticas
epitopos ABH Sim Nao

Tabela 4: Caracteristicas dos N-glicanos observados em pdFVIIl e em diferentes produtos de rFVIII.
n.a.: ndo aplicavel; BHK: células de rim de hamster bebé&; CHO: células de ovario de hamster chinés;
HEK: células embrionarias de rim humano; BDD: B-domain-deleted; LacNAc: N-acetil-lactosamina;
LacdiNAc: N-acetil-dilactosamina; NeusAc: acido N-acetilneuraminico; NeusGc: &cido N-
glicolilneuraminico (CANIS et al., 2018; UniProt ID: P00451).

Como esperado, o perfil de glicosilagdo dos rFVIII varia em relacdo ao do
pdFVIIl. Com a variacdo na atividade de transferases, as estruturas de
oligossacarideos formadas nos fatores recombinantes sdo menores do que no
organismo humano. As antenas, cadeias laterais dos glicanos, sédo semelhantes
entre todos os produtos. Quanto aos grupos terminais, houve certa variacdo em
relacdo ao acido sialico, sendo valido ressaltar que NeusGc, presente no pdFVIIl, é
antigénico: apenas o HEK-rFVIIlI ndo apresentou esse epitopo (KANNICHT et al.,
2013; CANIS et al., 2018). Epitopos de Lewis (Lewis* e Lewis") sédo estruturas

encontradas em mamiferos, inclusive humanos, porém ndo em glicoproteinas
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plasmaticas, e foram detectados (em quantidades diferentes) em todos os produtos
rEVIIL. Em contrapartida, epitopos ABO exclusivos do tecido sanguineo e presentes
em pdFVIIl ndo fazem parte do rFVIII (CANIS et al., 2018).
4.1.2.2 Sulfatagao de tirosinas

De forma semelhante a N-glicosilacdo, a sulfatacdo de tirosinas do FVIII se
mostrou crucial na afinidade ao FVW e, logo, na estabilidade do FVIIl. A proteina
humana nativa apresenta seis residuos de tirosina sulfatados, todos nas regides de
interface entre dominios (Tyr346 em al; Tyr718, 719 e 720 em a2; Tyrl664 e 1680
em a3)* (Figura 7), porém apenas Tyrl680 participa da afinidade ao FvW
(KANNICHT et al., 2013).

*Os dominios sdo denominados pelas letras maitsculas “A”, “B” e “C”, enquanto as regibées entre dominios
sdo denominadas pela letra “a” mintscula

4.2 Epitopos imunogénicos e componentes do sistema imune

A resposta imune anti-FVIIl € dependente de linfécitos T CD4* e de co-
estimulacdo B7-CD28 e CD40-CD40L (Figura 3) (WATERS et al., 2009; SASGARY,
2003). O perfil de citocinas resultante abrange tanto Thl, com liberacdo de TNF-a e
IFN-y; como Th2, com liberacdo de IL-4. No entanto, a resposta € polarizada para
Th2 quando o titulo de inibidores € alto. Em situa¢cfes de tolerancia, por outro lado,
existe clara polarizacdo para Tnl. De maneira paralela, em quadros de titulos altos
de inibidores existe uma diferenciacdo maior de is6tipos 1gGa, enquanto quadros de
tolerancia ou de titulos baixos se caracterizam por inibidores majoritariamente 1gG1
(Figura 9) (WATERS et al., 2009).

IL-4 inibe a upregulation FoxP3, o qual é responsavel por induzir a expressao
de CD25" durante a ativagédo de linfocitos Treg. Em presenca de IL-4 na resposta
Th2, essa ativacao fica suprimida e a resposta T CD4* para sintese de anticorpos
se estabelece (Figura 9). Assim, os titulos de inibidores sao mais altos e sdo maiores
os niveis de 1gGa4 do que de IgGa. Essa relacao foi constatada como estatisticamente
significativa por Helden et al. (2008): o coeficiente de correlagdo entre o titulo de
inibidores e o nivel de IgG: foi r=0,89 (p<0,05), e r=0,93 (p<0,05) para IgGa. A
diferenciacdo de isoOtipos também envolve outros fatores, porém ndao sao bem

elucidados.
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Resposta imune

T CD4+
T,1: TNF-a, IFN-y T.2:1L-4
Ativacdo de B Ativacdo de B Tolerdncia ™\
\\
IgG1 1G4 lgG1 IgG4 Tieg \
Titulos de IgG: baixos e |I ,.J II
duradouros Titulos de IgG: altos | TCD25 i
N
T efetores e T, em equilibrio \\\ FoxP3 ///
N yd

Tefetores >>T,.,

Figura 9: Visé@o geral da resposta imune anti-FVIII conforme o perfil de citocinas liberadas, e sua
relagdo com o mecanismo de tolerancia. T: linfocito T; B: linfocito B; Treg: linfécito T regulatorio
(WATERS et al., 2009; HELDEN et al., 2008).

Reporta-se que as regides da molécula bloqueadas pelos inibidores estédo
contidas principalmente nos dominios A2 e C2, havendo também um sitio menos
frequente em A3 (SCANDELLA, 2002; SASGARY, 2003; KESSEL et al., 2008;
JAMES et al., 2011).

Com a ligacao de inibidores aos sitios de A2 e A3, a intera¢do do FVllla com
FIXa é bloqueada e a formacdo do complexo tenase ndo ocorre. Especificamente
no sitio 587-608, o residuo Arg593 é essencial para o reconhecimento de células
imunes (JAMES et al., 2011). No caso da ligacao de inibidores a qualquer sitio de
C2, o impacto é sobre a interacdo com a membrana da plaqueta ativada e sobre a
afinidade ao FvW. Especificamente na regido 2253-2270 de C2, bloqueia-se a
interacdo com o FXa, alvo da atividade do complexo tenase (SCANDELLA, 2002).

Mais detalhes podem ser consultados na Tabela 5.

Tabela 5

Analise dos epitopos imunogénicos de FVllla e seu impacto na atividade

Peptideo Dominio Funcéo bloqueada Detalhes

482-508 A2 Interacdo com FlXa Substituir Arg484, Tyr487, Arg489 ou
Pro492 por Ala reduz a afinidade pelo
inibidor

587-608 A2 Interacdo com FlXa Arg593 é essencial para o reconhecimento
por APCs. Blogueado por IgG4.

1811-1818 A3 Interacdo com FlXa

2173-2327 C2 Ancoragem na His2315 e Glu2327 sdo essenciais para

membrana e afinidade  reconhecimento, e substitui-los por Cys
a FvwW impede o reconhecimento por APCs



2253-2270 C2

Interagédo com FXa

Tabela 5: Epitopos imunogénicos de FVIII de acordo com a literatura (LUBIN et al., 1997

SCANDELLA, 2002; SASGARY, 2003; KESSEL et al., 2008; JAMES et al., 2011).

Quanto a afinidade dos epitopos ao MHC-II para formacéo dos inibidores, a
Tabela 6 lista os peptideos que se ligam fortemente aos alelos considerados, de
acordo com analise in silico baseada no parametro ICso, sendo valores inferiores a
50 nM considerados ligagOes fortes. Estes valores foram entdo transformados em

score de afinidade para que as ligacdes mais fortes sejam expressas pelos maiores

valores (JENSEN et al., 2018).

Tabela 6

Epitopos de FVllla que se ligam fortemente aos alelos HLA-DRB1*0101, HLA-
DRB1*0401, HLA-DRB1*1101 e HLA-DRB1*1501 no MHC-II

Alelo Posicdo Dominio Peptideo Peptideo core Score Afinid
64 PRPPWMGLLGPTIQA WMGLLGPTI  0.8053 1.80

65 RPPWMGLLGPTIQAE ~ WMGLLGPTI  0.8108 1.70

84 VVITLKNMASHPVSL ~ LKNMASHPV  0.8326 1.00

85 VITLKNMASHPVSLH ~ LKNMASHPV  0.8434 0.80

86 ITLKNMASHPVSLHA ~ LKNMASHPV  0.8348 1.00

g7 Al TLKNMASHPVSLHAV ~ LKNMASHPV  0.8110 1.60

287 EISPITFLTAQTLLM ITFLTAQTL 0.8481 0.70

288 ISPITFLTAQTLLMD FLTAQTLLM 0.8663 0.40

289 SPITFLTAQTLLMDL FLTAQTLLM 0.8740 0.30

290 PITELTAQTLLMDLG FLTAQTLLM 0.8675 0.40

291 ITELTAQTLLMDLGQ  FLTAQTLLM 0.8425 0.80

633 EVAYWYILSIGAQTD  YILSIGAQT 0.8197 1.40

DRB1*0101 634 VAYWYILSIGAQTDF  YILSIGAQT 0.8384 0.90
635 AYWYILSIGAQTDFL  YILSIGAQT 0.8493 0.60

636 YWYILSIGAQTDFLS  YILSIGAQT 0.8366 0.90

674  ,,  SGETVFMSMENPGLW FMSMENPGL 08100 170

675 GETVFMSMENPGLWI FMSMENPGL  0.8475 0.70

676 ETVFMSMENPGLWIL ~ FMSMENPGL  0.8691 0.40

677 TVFMSMENPGLWILG ~FMSMENPGL  0.8667 0.40

678 VFMSMENPGLWILGC FMSMENPGL  0.8438 0.80

726 ISAYLLSKNNAIEPR YLLSKNNAI 0.8040 1.90

2097 YISQFIIMYSLDGKK FIIMYSLDG 0.8192 1.40

2098 .,  ISQFIIMYSLDGKKW FIIMYSLDG 0.8330 1.00

2099 SQFIIMYSLDGKKWQ  FIIMYSLDG 0.8338 1.00

2100 QFIIMYSLDGKKWQT  FIIMYSLDG 0.8128 1.60

287 EISPITFLTAQTLLM FLTAQTLLM 0.6857 1.00

DRB 10401 288, ISPITFLTAQTLLMD FLTAQTLLM 0.7312 0.40
289 SPITFLTAQTLLMDL FLTAQTLLM 0.7468 0.30

290 PITFLTAQTLLMDLG FLTAQTLLM 0.7464 0.30



291 ITFLTAQTLLMDLGQ FLTAQTLLM 0.7330 0.40
292 TFLTAQTLLMDLGQF  FLTAQTLLM 0.7040 0.70
425 KVRFMAYTDETFKTR ~ FMAYTDETF 0.6666 1.40
426 VRFMAYTDETFKTRE  FMAYTDETF 0.6509 1.80
458 GDTLLIIFKNQASRP LIIFKNQAS 0.6622 1.50
459 DTLLIFKNQASRPY LIIFKNQAS 0.6960 0.80
460 TLLIFKNQASRPYN LIIFKNQAS 0.7036 0.70
461 LLIIFKNQASRPYNI FKNQASRPY  0.6809 1.10
528 CLTRYYSSFVNMERD  YYSSFVNME  0.6502 1.80
529 LTRYYSSFVNMERDL  YYSSFVNME  0.6614 1.50
530 TRYYSSFVNMERDLA  YYSSFVNME  0.6776 1.20
531 RYYSSFVNMERDLAS  YYSSFVNME  0.6667 1.40
672 PFSGETVFMSMENPG FSGETVFMS  0.6723 1.30
673 A2 FSGETVFMSMENPGL FMSMENPGL  0.8114 0.04
674 SGETVFMSMENPGLW FMSMENPGL  0.8441 0.01
675 GETVFMSMENPGLWI FMSMENPGL  0.8596 0.01
676 ETVFMSMENPGLWIL  FMSMENPGL  0.8604 0.01
677 TVFMSMENPGLWILG ~FMSMENPGL  0.8539 0.01
678 VFMSMENPGLWILGC FMSMENPGL  0.8120 0.04
723 YEDISAYLLSKNNAI YLLSKNNAI 0.7360 0.40
724 EDISAYLLSKNNAIE YLLSKNNAI 0.7736 0.12
725 DISAYLLSKNNAIEP YLLSKNNAI 0.7851 0.08
726 ISAYLLSKNNAIEPR YLLSKNNAI 0.7990 0.06
727 SAYLLSKNNAIEPRS YLLSKNNAI 0.7886 0.07
728 AYLLSKNNAIEPRSF YLLSKNNAI 0.7488 0.25
1780 SRPYSFYSSLISYEE YSFYSSLIS 0.6858 1.00
1781 RPYSFYSSLISYEED YSSLISYEE 0.6963 0.80
1782 A3 PYSFYSSLISYEEDQ YSSLISYEE 0.6941 0.80
1783 YSFYSSLISYEEDQR YSSLISYEE 0.6778 1.20
1976 IRWYLLSMGSNENIH  LLSMGSNEN  0.6577 1.60
1977 RWYLLSMGSNENIHS  LLSMGSNEN  0.6641 1.50
2050 LARLHYSGSINAWST  YSGSINAWS 0.6588 1.60
2051 c1 ARLHYSGSINAWSTK  YSGSINAWS 0.6866 1.00
2052 RLHYSGSINAWSTKE  YSGSINAWS 0.6865 1.00
2053 LHYSGSINAWSTKEP  YSGSINAWS 0.6535 1.70
2214 GRSNAWRPQVNNPKE WRPQVNNPK  0.6514 1.80
2215 c2 RSNAWRPQVNNPKEW WRPQVNNPK  0.6755 1.20
2216 SNAWRPQVNNPKEWL WRPQVNNPK  0.6758 1.20
2217 NAWRPQVNNPKEWLQ WRPQVNNPK  0.6539 1.70
270 FLEGHTFLVRNHRQA  HTFLVRNHR 0.7366 1.70
271 LEGHTFLVRNHRQAS FLVRNHRQA  0.7796 0.90
272 Al EGHTFLVRNHRQASL FLVRNHRQA  0.7914 0.70
273 GHTFLVRNHRQASLE  FLVRNHRQA  0.7892 0.80
DRB1*1101 274 HTFLVRNHRQASLEI FLVRNHRQA  0.7390 1.70
366 PSFIQIRSVAKKHPK IRSVAKKHP 0.7616 1.20
367 a2 SFIQIRSVAKKHPKT IRSVAKKHP 0.7761 0.90
368 FIQIRSVAKKHPKTW IRSVAKKHP 0.7820 0.90
369 IQIRSVAKKHPKTWV IRSVAKKHP 0.7707 1.00
83 AL TVVITLKNMASHPVS VITLKNMAS 0.7069 1.90
DRB1*1501 287 EISPITFLTAQTLLM ITFLTAQTL 0.7113 1.80
456 A2 EVGDTLLIFKNQAS LIIFKNQAS 0.7306 1.40
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457 VGDTLLIIFKNQASR LIIFKNQAS 0.8181 0.25
458 GDTLLIIFKNQASRP LIIFKNQAS 0.8307 0.17
459 DTLLIFKNQASRPY LIIFKNQAS 0.8461 0.12
460 TLLIIFKNQASRPYN LIIFKNQAS 0.8433 0.12
461 LLIFKNQASRPYNI LIIFKNQAS 0.8062 0.40
524 SDPRCLTRYYSSFVN LTRYYSSFV 0.7620 0.80
525 DPRCLTRYYSSFVNM  TRYYSSFVN 0.7980 0.40
526 PRCLTRYYSSFVNME  TRYYSSFVN 0.8048 0.40
527 RCLTRYYSSFVNMER  TRYYSSFVN 0.8182 0.25
528 CLTRYYSSFVNMERD  TRYYSSFVN 0.7951 0.50
529 LTRYYSSFVNMERDL  TRYYSSFVN 0.7394 1.20
611 SNIMHSINGYVFDSL IMHSINGYV 0.7068 1.90
1753 NEHLGLLGPYIRAEV HLGLLGPYI 0.7141 1.80
1769 A3 DNIMVTFRNQASRPY  MVTFRNQAS 0.7251 1.50
1770 NIMVTFRNQASRPYS MVTFRNQAS 0.7321 1.30
2139 IFNPPIIARYIRLHP IARYIRLHP 0.7150 1.70
2140 FNPPIIARYIRLHPT IARYIRLHP 0.7552 0.90
2141 c1 NPPIARYIRLHPTH IARYIRLHP 0.7666 0.80
2142 PPIIARYIRLHPTHY IARYIRLHP 0.7737 0.70
2143 PIIARYIRLHPTHYS IARYIRLHP 0.7778 0.60
2144 IIARYIRLHPTHYSI IARYIRLHP 0.7725 0.70
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Tabela 6: Peptideos com forte afinidade pelos alelos de HLA-DR. Score: score de afinidade; Afinid:

afinidade medida por ICso (NM). Analise realizada em NetMHCII (JENSEN et al. 2018).

Vale lembrar que varios peptideos de FVIII se ligam a esses e outros alelos,

porém ndo tendem a provocar resposta imune devido ao mecanismo de Tolerancia

Central. A Tabela 7 leva isso em consideracdo, quantificando os epitopos a partir

de score de afinidade em associacdo ao score de imunogenicidade. Os peptideos

incluidos séo aqueles que ndo s6 apresentaram forte afinidade aos alelos (Tabela

6), como também se classificaram com os 50 maiores scores de imunogenicidade
(WANG et al., 2008; WANG et al., 2010; DHANDA et al., 2018).

Tabela7

Quantificacdo da poténcia imunogénica de epitopos do FVllla a partir dos scores de
imunogenicidade e de afinidade ao MHC-II

Score de afinidade ao alelo
Dominio Peptideo Inicio  Fim Iri(l:,l?]l:g DRB1* DRB1* DRB1* DRB1*
0101 0401 1101 1501
Al YDTWITLKNMASHP 81 95 70,92  0.8326 0.7883
Al ITLKNMASHPVSLHA 86 100 84,41 0.8272 0.7069
Al ITFLTAQTLLMDLGQ 291 305 98,20 0.7162 0.7113
al PSFIQIRSVAKKHPK 366 380 77,10 0.7718
A2 EVGDTLLIFKNQAS 456 470 71,38 0.6829 0.7883
A2 LLIIFKNQASRPYNI 461 475 74,14 0.6829 0.7883
A2 SNIMHSINGYVFDSL 611 625 83,26 0.7068
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A2  SINGYVFDSLQLSVC 616 630 | 96,45 0.7068
A2  LHEVAYWYILSIGAQ 631 645 | 87,93 0.8197

A2 ETVFMSMENPGLWIL 676 690 71,66 0.8691 0.6723

a2 ISAYLLSKNNAIEPR 726 740 | 73,65 0.8040 0.7675

A3 DNIMVTFRNQASRPY 1769 1783 | 65,88 0.7286
A3 RIRWYLLSMGSNENI 1939 1953 | 83,19 0.6609

C1 SQFIIMYSLDGKKWQ 2099 2113 | 82,15 0.8233

C1 IIARYIRLHPTHYSI 2144 2158 | 83,27 0.7464

Tabela 7: Score Imunog: score de imunogenicidade. Destaque para o residuo 291-305, com o maior
score de imunogenicidade. Analise cruzada dos resultados obtidos a partir de IEDB Resources
(NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES, 2021) e NetMHCII (JENSEN
et al., 2018).

Considerando os epitopos descritos na Tabela 5 e o epitopo de maior score
de imunogenicidade apresentado na Tabela 7 (1le291-GIn305), foi realizada uma
analise de previsado do impacto que SNPs ndo sinbnimas teriam sobre a atividade
de FVllla. O parametro de calculo é o score em escala -100 < score < 100, sendo
0S menores valores equivalentes a auséncia de impacto sobre a atividade da
molécula, e os maiores valores, a presenca de impacto (ROSTLAB, 2016). A Tabela
8 lista as opcdes mais promissoras de substituicdo, levando-se em conta score e
informacdes adicionais da literatura. Cada proposta de substituicdo é explicada

detalhadamente em seguida.

Tabela 8
Possiveis substituicdes na sequéncia de rFVIIl e seu impacto sobre a
atividade da molécula

Residuo Substituicdo Impacto previsto Score Preciséo
Leu299 lle neutro -89 93%
Arg484 Lys neutro -70 82%
Tyrd87 Phe neutro -25 61%
Arg489 Lys neutro -47 2%
Pro492 Ala neutro -12 57%
Arg593 Lys neutro -28 61%
His2315 Asn neutro -78 87%
Glu2327 Asp neutro -88 93%

Tabela 8: Possiveis substituicbes de aminoacido para reducdo do reconhecimento imune de
epitopos imunogénicos de FVIII, de acordo com a literatura (Tabela 5) e analises in silico de
potencial imunogénico (Tabela 7). Impacto neutro (score < 0) indica que a substituicdo ndo afeta a
atividade da molécula. Andlise realizada por SNAP2 (ROSTLAB, 2016).

O epitopo 11e291-GIn305 foi inserido na ferramenta SNAP2 (ROSTLAB,
2016) para identificagdo do melhor residuo a se substituir, conforme auséncia de
efeito sobre a atividade do FVIII. A Figura 10 é o resultado gerado pela ferramenta.
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Figura 10: Heatmap obtido por SNAP2 indicando o grau de impacto de cada substituicdo de
aminoacido no epitopo 11e291-GIn305, indicado como imunogénico na analise in silico realizada em
IEDB Resources e NetMHCII, sobre a atividade da proteina. Os quadrados pretos representam as
opcbes em que determinado aminoacido seria substituido por ele mesmo, isto €, sem alteracdo; o
significado dos tons de vermelho e azul esta indicado pela escala abaixo do heatmap.

De acordo com o heatmap, os residuos Leu299 e Met301 poderiam ser
substituidos por qualquer outro aminoacido sem apresentar impacto. Para minima
alteracdo sobre a estrutura secundaria da proteina e sua estabilidade, o residuo de
metionina, cuja cadeia lateral contém um atomo de enxofre, seria mantido; e Leu299
seria substituido por lle devido a semelhanca estrutural das suas cadeias laterais e
ao forte sinal obtido com essa substituicdo para auséncia de impacto sobre a
atividade (score = -89).

De forma semelhante, Arg484 poderia ser substituido por Lys devido a
semelhanca estrutural das cadeias laterais, ambas as quais apresentam carga
positiva, e ao forte sinal para auséncia de impacto. O mesmo raciocinio foi aplicado
para as demais substituicbes, considerando-se os parametros na seguinte ordem
de prioridade: (i) auséncia de impacto de acordo com SNAP2, isto €, score < 0; (ii)
semelhanca de caracteristica entre os aminoacidos, a fim de ndo afetar a
estabilidade da proteina; e (iii) forte sinal para auséncia de impacto, isto €, score <
-50. Este ultimo parédmetro recebe essa classificagdo, pois, de acordo com o

laboratério responsavel pelo SNAP2 (ROSTLAB, 2016), existe correlacdo entre o
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valor do score e a severidade do impacto (ou garantia de auséncia de impacto),
porém ela néo é linear.

No caso de Pro492, sabe-se que prolinas tém importante participagdo na
integridade de regides de alfa-hélice na estrutura secundaria de proteinas (SAUER;
SAN; MATTHEWS, 1992), e por isso substitui-las por outros aminoacidos poderia
afetar a estabilidade e funcionalidade da proteina. Porém, Lubin et al. (1997)
demonstraram que a substituicdo Pro492Ala reduz significativamente o
reconhecimento do epitopo por inibidores, sem alterar a atividade do FVIII.

O residuo Arg593 merece destaque, pois foi identificado por James et al.
(2011) como essencial para proliferacao de linfocitos T apds reconhecimento do
epitopo. Logo, substitui-lo por Lys provavelmente levaria a uma forte reducédo na
imunogenicidade do FVIII.

Todos os residuos listados na Tabela 8 se localizam na superficie da
molécula (PyMOL, 2015), portanto todos estariam susceptiveis a reconhecimento

imune e, consequentemente, podem ser a chave para reduzir essa ocorréncia.

4.3 Proposta envolvendo aspectos biotecnolégicos na producéo do rFVIII

Para producao da nova molécula de rFVIII sendo proposta, seria empregada
a técnica de mutagénese dirigida (SDM), que consiste na modificacdo in vitro de
regibes especificas de um plasmideo de DNA dupla-fita (dsDNA) por meio de
primers customizados de acordo com a mutacao que se pretende obter. Os primers,
um para cada uma das duas fitas de DNA, sdo desenhados in silico e amplificados
por PCR com DNA polimerase de alta processividade. Apds a reacao de
mutagénese, € adicionada a endonuclease Dpn | para digestdo da fita-mae,
isolando-se assim a fita sintetizada com a mutacdo. Em seguida é realizada a
transformacao de células competentes com o material genético obtido, cujo ponto
fragmentado é reparado dentro das células (AGILENT TECHNOLOGIES, 2015;
ZENG et al., 2018).

Preparado o gene, ele seria transferido para as células CHO na preparacao
do MCB e, ap0s estabelecido o WCB, seriam iniciados os ciclos de producdo em

fermentadores. Quanto ao restante do processo de fabricacdo, seria proposto seguir
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o exemplo da fabricacdo de ReFacto® (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND
HUMAN SERVICES. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA), 2014), como
descrito por Boedeker (2001): as células sdo adaptadas acultura em suspensao com
HSA e insulina recombinante como aditivos ao meio de cultura. Em seguida se
realizam cinco etapas de purificacdo além da filtracao inicial: cromatografia de troca
cationica, de imunoafinidade, de troca anidnica, hidrofobica e filtracdo em gel. Ainda
€ aplicada uma etapa de inativagcdo viral, e na formulacdo sdo empregados 0s
aditivos sacarose, polisorbato 80, histidina e célcio. Nao ha adicao de produtos de

origem animal ou humana.

5. DISCUSSAO

Conforme identificados os detalhes do perfil molecular do FVIII, isto €, seus
sitios essenciais para atividade e suas regides de glicosilacédo e sulfatacdo, essas
informagdes foram cruzadas com dados relatados na literatura em estudos in vivo
ou com pacientes referentes a hemofilia com inibidores (JACQUEMIN et al., 2000;
SCANDELLA, 2002; JACQUEMIN et al., 2003; SASGARY, 2003; KESSEL et al.,
2008; JAMES et al., 2011; YADA et al., 2015). Especificamente, foram coletados os
residuos ou sitios da molécula que foram mencionados como envolvidos, de alguma
maneira, no desenvolvimento dos inibidores (Tabela 5).

Com isso, ficou claro que o0s epitopos relatados como imunogénicos
realmente coincidem com regifes da molécula essenciais para sua funcéo, ou seja,
é facil entender o motivo pelo qual os inibidores tém impacto sobre o quadro clinico
dos pacientes.

No entanto, quando se realizaram as analises in silico de afinidade do FVIII
por MHC-II e de score de imunogenicidade, os resultados obtidos (Tabelas 6 e 7)
nao tiveram conexdo com as informacdes anteriores. Nenhum dos epitopos
reportados na literatura foi identificado pelos programas como imunogénicos ou
como ligantes de MHC-II. Algumas hipéteses para a razéo por tras disso séo
listadas a sequir: (i) os programas podem ter captado epitopos com capacidade de
ligarem-se ao MHC-II e até de ativarem linfocitos T e, eventualmente, provocarem

formacdo de anticorpos, porém estes podem nao ser neutralizantes, isto €, os
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epitopos ndo impactam na funcionalidade da molécula, e portanto anticorpos que
se liguem a eles ndo bloqueariam sua atividade e ndo provocariam resposta clinica;
(i) a selecao de alelos de HLA pode nao ter sido adequada, tanto quanto a sua
resposta ao FVIII como quanto a sua presenca em parcela significativa da
populacao, e dado o elevado grau de variabilidade do sistema HLA, seria necessaria
uma investigacao ardua para selecionar os candidatos corretos; e (iii) limitacdes
inerentes as analises, como precisdo e qualidade dos programas utilizados, podem
comprometer a validade dos resultados.

A hipétese (i) é fundamentada pelo fato de que os epitopos obtidos pelos
programas nao coincidem com as regides descritas como determinantes para
atividade do FVIII (FAY et al., 1994; LENTING et al., 1996; BAJAJ et al., 2001;
JENKINS et al., 2004; NGO et al., 2008). No entanto, o epitopo identificado pelos
programas com maior potencial de imunogenicidade foi listado como uma das
opcOes para substituicio na Tabela 8, pendentes andlises experimentais para
verificar sua participacdo na formagéo de inibidores.

Também foram selecionados como opc¢des para modificacdo, a fim de se
reduzir sua imunogenicidade, os epitopos da Tabela 5. Mais especificamente, foram
selecionados sete residuos pontuais contidos nesses epitopos e que séo essenciais
para o reconhecimento dos sitios pelo sistema imune e, consequentemente, para a
formacdao de inibidores (Tabela 8).

A partir do presente estudo, propde-se a substituicdo Arg593Lys como a mais
promissora para reduzir a imunogenicidade do FVIII, considerando sua importancia
para a proliferacdo de linfécitos T na formacao de inibidores e o fato de ndo causar
alteracdo na atividade do fator. A proposta, portanto, seria inserir essa substituicao
por técnicas de SDM. Seria interessante também realizar o mesmo procedimento
para cada uma das outras substituicoes listadas e avaliar experimentalmente seu
impacto sobre a formagéao de inibidores.

Além da substituicéo, ainda propde-se incluir parte da regido a3 na sequéncia
peptidica devido a importancia da Tyrl680 sulfatada para a afinidade do FVIII ao
FvW (KANNICHT et al.,, 2013), que auxilia na reducdo de reconhecimento da

molécula pelo sistema imune e favorece sua estabilidade. Para evitar clivagem
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prematura dessa regido adicional, seria necessario estudar técnicas de capping
para proteger Argl689, sitio de acdo da trombina (NGO et al.,, 2008). Seriam
necessarios também estudos mais aprofundados para definicdo exata da regiao a
ser inserida e para escolha do emprego ou ndo de peptideos linkers.

Por fim, seria selecionada a linhagem de células CHO para producéo.
Observou-se que o perfil de glicosilacdo de rFVIIl produzido dessa maneira é
comparavel ao de FVIII humano, com poucas divergéncias de grande efeito (Tabela
4). O presente trabalho identificou diferenca apenas no padréo de ligagédo dos
acidos sialicos (majoritariamente a2,3, em comparagao com o padrao a2,3 e a2,6
humano) e na proporcdo de NeusGc observado (CANIS et al., 2018). Neste caso,
seria preciso quantificar os niveis absolutos de NeusGc presentes para entdo
concluir se haveria necessidade de intervencdo, que consistiria no emprego de
glicosidases especificas para clivagem desses glicanos da proteina. E interessante
notar também que o grau de variacao entre pdFVIll e o rFVIII proveniente de células
HEK parece levemente maior do que aquele entre pdFVIll e rFVIII de células CHO,
ao menos nos aspectos aqui considerados. As células HEK, mesmo que humanas,
apresentam perfil significativamente diferenciado em razdo do seu tecido de origem.
Logo, pode-se definir que a escolha por uma linhagem celular humana, no caso de
producéo de FVIII, ndo agrega vantagem tdo expressiva quanto a ocorréncia de
imunogenicidade. Além disso, células CHO apresentam vantagens em relacdo a
células HEK no aspecto do processo produtivo, e a literatura relatando seu uso e
sua seguranca é mais extensa, favorecendo maior aceitacdo do ponto de vista de
agéncias regulatorias (KIM; KIM; LEE, 2011).

6. CONCLUSAO

A partir do apresentado, propde-se um Biobetter de rFVIIl, a ser obtido por
engenharia genética, com a mutacao Arg593Lys e com insercao de parte da regiao
a3. A proteina seria expressa em células CHO, uma linhagem amplamente
empregada na producdo de biofdrmacos por sua seguranca e por seu perfil de

modificacdes pds-traducionais semelhante ao de células humanas.



34

Os beneficios esperados em relacdo aos produtos de rFVIII ja existentes no
mercado seriam maior afinidade ao FvW e menor ocorréncia de inibidores. Espera-
se que um produto como esse tenha o potencial garantir um aumento na qualidade
de vida dos pacientes, que teriam um medicamento mais eficaz e por mais tempo,
com eventos adversos reduzidos e menores riscos de episédios hemorragicos.
Naturalmente, seriam necessarios extensos estudos farmacocinéticos,
farmacodinamicos e de segurancga, entre outros, para estabelecer o alcance desse
potencial.
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8. ANEXOS
8.1 Aspectos Eticos

O presente trabalho trata-se de revisdo sistematica da literatura e, dessa forma,
aspectos bioéticos ndo se aplicam. Como estudo exclusivamente teérico, cabe
considerar apenas que as informac¢des aqui descritas tém como propdsito o fomento
ao conhecimento cientifico, e ndo se pretende nenhum conflito com patentes ou

empresas citadas.
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