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RESUMO: A hemofilia B € uma doenca hereditdria associada ao cromossomo X e consiste na deficiéncia do fator IX
da coagulacdo sangiiinea. Esta doenca hemorrdgica afeta um em cada 30.000 homens no mundo todo. O nivel de Fator
IX biologicamente ativo presente no plasma dos portadores estd diretamente relacionado a gravidade e frequéncia dos
episodios hemorrdgicos. Com o advento da tecnologia do DNA recombinante foi vidvel a clonagem do gene do fator
IX, o que tornou possivel a caracteriza¢do molecular do mesmo. O conhecimento das bases moleculares da hemofilia B
permitiu uma melhor compreensao da relag@o entre a estrutura do gene fator IX e a fungdo molecular da proteina Fator
IX ativa, além do desenvolvimento da proteina FIX recombinante. O tratamento existente se dd pela terapia de
reposicao bioldgica, por meio de infusdes intravenosas de Fator IX derivado do plasma humano ou recombinante. Este
artigo visa sumarizar os conhecimentos sobre as bases moleculares da hemofilia B (gene, RNA e proteina), a cascata de
coagulac@o sanguinea, os processos de desenvolvimento do Fator IX recombinante e a situagdo mundial e brasileira
diante do tratamento atual e as perspectivas futuras para hemofilia B.

Palavras-chave: Hemofilia B; Fator IX; biologia molecular; coagulagdo sanguinea e tratamento.

Hemophilia B in a panoramic vision

ABSTRACT: Hemophilia B is a hereditary disease linked to chromosome X and consists in the deficiency of factor IX
blood clotting. This hemorrhagic disease affects one in 30,000 men worldwide. The level of biologically active Factor
IX in the patients’ plasma is directly related to the severity and frequency of bleeding episodes. Since the advent of
recombinant DNA technology, it was feasible to clone the gene for factor IX, which made possible its molecular
characterization. Knowledge of the molecular basis of hemophilia B has allowed a better understanding of the
relationships between factor IX gene structure and active Factor IX protein function. The existing treatment is given by
biological replacement therapy, through intravenous infusions of Factor IX derived from human plasma or recombinant
Factor IX. This article aims to summarize the knowledge about the molecular basis of hemophilia B (gene, RNA, and
protein), the cascade of blood clotting, the process of development of recombinant Factor IX and the situation in
worldwide and Brazil in face of the current treatment and the future prospects of hemophilia B.

Key-words: Hemophilia B; Factor IX; molecular biology; blood coagulation and therapeutics.
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INTRODUCAO

A Hemofilia B ¢é uma doenca
hereditdria associada ao cromossomo X, que
consiste na deficiéncia do fator IX (FIX) da

coagulacdo sangiiinea e afeta um em cada

30.000 homens no mundo todo'>. E
conhecida também como doenca de
Christmas, em virtude do sobrenome do

primeiro paciente descrito portador dessa
doenca (Stephen Christmas). Esse relato foi
publicado no volume Christmas da British
Medical Journal em 1952 por um grupo
britanico liderado por Rosemary Biggs4, oito
anos apos a primeira descricdo da Hemofilia
A.

Clinicamente, esta doenga apresenta
muitas similaridades com a hemofilia A, isto
é, o paciente apresenta freqiientes episddios
de sangramento, na maioria das vezes em
regides muco-cutineas, musculo-esqueléticas
e em tecidos moles. O sangramento pode
ocorrer também em outros espagos criticos
como, por exemplo, no espaco intracranial ou
retrop eritoneal’.

A hemofilia B ¢é classificada em graus
leve, moderado e grave de acordo com o nivel
de FIX ativo presente no plasma. A forma
leve possui niveis acima de 5% de FIX ativo
circulante, e os pacientes raramente sangram;
a moderada apresenta de 1 a 5 % deste fator
circulante, e os sangramentos s3o escassos;
por outro lado, a forma grave da doenca &
definida por quantidades de FIX ativo

inferiores a 1%, e os pacientes apresentam
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episddios de sangramentos espontineos nos

musculos, articulagdes e mucosas' %,
Dados obtidos do Registro das
Coagulopatias  Hereditdrias do  Brasil

apresentados pela Coordenacdo da Politica
Nacional de Sangue e Hemoderivados do
Ministério da Satide revelam que no Brasil
existem cerca de 1.300 hemofilicos do tipo B
tratados com FIX concentrado derivado do
plasma, o qual se calcula uma administracdo

anual de 30.000 Ul/paciente’.

Caracterizacao Molecular do FIX
Os
molecular do ¢cDNA e do gene do FIX

estudos de  caracterizagdo
iniciaram-se em 1982 por dois grupos,
Kurachi & Davie de Washington2 e Choo e
Brownlee'® de Londres. Nestes estudos foi
mostrada a caracteriza¢do parcial do gene do
FIX. Posteriormente, esses mesmos grupos
mostraram a caracterizacdo completa do
cDNA e do gene do FIX'"'% passos esses
criticos em futuros estudos que visavam a
clonagem e expressdo do FIX em células de
mamiferos. Neste mesmo periodo, um terceiro
grupo francés demonstrou a localizacdo do
gene do FIX no brago longo do cromossomo

X na banda Xq27.1"* (FIGURA 1).
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Figura 1 - Localizacdo do gene do FIX. O gene do
FIX estd situado no braco longo do cromossomo X na
banda Xq27.1 (figura modificada de Roberts®).

O gene do FIX contém 33.5 kilobases
(FIGURA 2 A), incluindo sete introns e oito
éxons. O transcrito possui 2.803 bases,
composto por uma pequena regido 5° UTR de
29 bases, 1.383 bases correspondentes a
regido codificadora e uma regido 3° UTR de
1.390 bases'>'>'* (FIGURA 2 B).

O FIX € uma glicoproteina plasmaética
sintetizada

dependente de vitamina K,

inicialmente nos hepatdcitos como uma
proteina precursora de peso molecular 57
kDa'>'®, E também conhecida como
zimogénio (forma inativa) de serino-protease,
a qual € ativada proteoliticamente, de acordo
com a via de coagulacio moderna, pelo
complexo Fator VlIla/fator tecidual, o que
resulta na formacdo de sua forma ativada
denominada FIXa'’. A ativacdo do FIX ocorre

no plasma apds a clivagem em duas regides
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(Arg145 —Alrg146 e ArngO—VaIISI) resultando na
formacgdo das cadeias leve (N-terminal de 145
aminodcidos e peso molecular de 16 kDa) e
pesada (C-terminal de 234 aminodcidos e
peso molecular 29 kDa), as quais sdo unidas
por uma unica ponte dissulfidica entre os
residuos de cisteina 132 e 279"

A proteina deduzida da seqiiéncia de
nucleotideos do cDNA do gene do FIX
contém 461 aminodcidos. Nesta forma ¢é
conhecida como proteina precursora e contém
o peptideo sinal de 27 aminodcidos que
encaminha a proteina para o reticulo
endoplasmédtico e em seguida apresenta a
seqiiéncia pro-peptidica a qual é reconhecida
pela enzima y-glutamil carboxilase (FIGURA
2C e 3). Esses dois segmentos peptidicos sao
removidos antes da proteina ser secretada para
a circulacio'®.

Além da remogdo das seqiiéncias pré e
pro-peptidica, o FIX, antes de sua secregdo,
apresenta cinco outras modificacdes pos-
traducionais, entre eles: 7y-carboxilagdo; [-
hidroxilacdo; glicosilagdo; sulfatagdo e
fosforilacdo. Algumas modificacdes ocorrem
no reticulo endoplasmético rugoso (RER) e
outras no Complexo de Golgi. Associadas,
essas modificacdes objetivam o dobramento
adequado da estrutura protéica, uma secre¢io
e funcionamento apropriados da mesma,
ativa  se

tornando-a  biologicamente

(8,920
necesséria® >,
As principais caracteristicas do FIX

(FIGURA 2 e 3) s3o:
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1) peptideo sinal — da metionina -46
ao 4cido glutamico -20, o qual € clivado
pela enzima peptidase sinal do REG e
codificado pelo éxon 1 (117 pb);

2) regido propeptidica — da cisteina -
19 a arginina -1. E o sitio de
reconhecimento para a interacio com a
enzima <y-glutamil carboxilase dependente
de vitamina K, a qual é responsével pela }-
carboxilagdo dos 12 residuos de dacido
glutdmico (posicdes 7, 8, 15, 17, 20, 21,
26, 27, 30, 33, 36 e 40) do dominio GLA
da proteina. E codificada pelo éxon 2 (164
pb);

3) dominio GLA - da tirosina 1 ao

dcido  glutdmico 40. Além  das
modificagdes  pOs-traducionais  acima
mencionadas esse dominio apresenta

elevada afinidade por ions calcio (Ca2+), 0s
quais juntamente com a pequena regiao
hidrofébica (fenilalanina 41 a valina 46)
sd0 necessdrios para a interagdo do FIX
com lipideos da membrana plasmdtica
sangiiinea. E

durante a coagulacdo

codificado pelos éxons 2 (164 pb) e 3 (25
pb);

4) dois dominios de fator de

crescimento epidérmico - do d4cido
aspartico 47 a arginina 145. O dominio
EGF-1 do aminodcido 47 ao 83 apresenta
dois tipos de modificacdes pOs-
traducionais: a) P-hidroxilacdo do dcido
aspartico 64 e b) glicosilacio dos
aminodcidos serina (S53 e S61). Esse

dominio contém sitios de interagdo com
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fons Ca**. O dominio EGF-2 (da cisteina
88 a asparagina 145) apresenta sitios de
interacdo com as plaquetas e o FVIIIa. Os
dois dominios s@o unidos por uma regido
linker de 4 aminoacidos (leucina 84 a
treonina  87). Esses dominios sdo
codificados pelos éxons 4 (114 pb) e 5
(129 pb);

5) peptideo de ativacdo — da alanina
146 a arginina 180. Esse dominio é
responsdvel pela conversio do zimogénio
serino-protease FIX para a forma FIXa.
Durante a ativacdo esse dominio ¢
removido gerando a cadeia leve (da
tirosina 1 a arginina 145 = dominio GLA +
dominio EGF-1 e EGF-2) e cadeia pesada
(da valina 181 a treonina 415). Esse
dominio  apresenta  trés  principais
modificagdes pOs-traducionais, entre elas:
155; b)

a) sulfatacdo na tirosina

glicosilagdo em  seis  aminodcidos
(asparagina 157 e 167 e treonina 159, 169,
172 e 179) e c) fosforilagdo na serina 158.
E codificado pelo éxon 6 (203 pb);

6) dominio catalitico — da valina 181
a treonina 415. Possui a triade catalitica
conservada das enzimas serino-proteases
(Histidina-221,  Serina-365 e Acido
aspartico-264). Como mencionado acima
consiste na cadeia pesada do FIX. E

codificado pelos éxons 7 (115 pb) e 8
(1.935 pb).

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v. 10, n. 1, p. 275-289, 2012



1 5 6 7
s ——
(~34 kb)
B Fator IX RNAm (2803 nt)
5-UTR  sequéncia codificadora Fator IX + cédon de parada 3-UTR
(29 nt) (1383 nt) (1390 nt)
~41-46 regiao hidrofébica
- 84-87 regiao de ligagao
Cc -46-19 1 47 188 415
N
Arginina Arginina
145 180
D ................ S S

cadeia leve cadeia pesada

Figura 2 — Gene, RNA mensageiro, Proteina precursora e Proteina madura do FIX. (A) Organizacdo gendmica do
gene FIX humano, os éxons estdo numerados de 1 - 8. (B) RNA mensageiro do FIX mostrando as regides 5’ e 3’UTR e
a regido codificadora. (C) proteina de FIX precursora, compreendendo as sequéncias PRE (peptidio sinal), PRO
(propetidio) e com um peptideo maduro de 415 aminodcidos, que contém a regido ativagio (peptidio de ativacdo). (D)
FIX ativado composto por cadeia leve (N-terminal) e uma cadeia pesada (C-terminal) unidas por uma ponte dissulfidica
entre os residuos de cisteina 132 e 279. Possui as regides GLA (dominio GLA), EGF (dominios de fator de crescimento
epidérmico) e catalitico (dominio serino-protease) (modificado de Bowen'®).
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PEPTIDEO SINAL
-46 MQRVNMIMAE SPGLITICLL GYLLSAE

SEQUENCIA PROPETIDEO
-19 CTVFLDHENA NKILNRPKR

DOMINIO GLA
1 YNSGKLEEFV QGNLERECME EKCSFEEARE VFENTERTTE

REGIAO HIDROFOBICA

T rATITT

DOMINIO EGF-1
47 DGDQ CESNPCLNGG SCKDDINSYE CWCPFGFEGK NCE

LINKER
84 LDVT

DOMINIO EGF-2
88 CNI KNGRCEQFCK NSADNKVVCS CTEGYRLAEN QKSCEPAVPF
131 PCGRVSVSQT SKLTR

PEPTIDEO DE ATIVACAO
146 AETVFPDVDY VNSTEAETIL DNITQSTQSF NDFTR

DOMINIO CATALITICO

181 VVGGEDAKPG QFPWQVVLNG KVDAFCGGSI VNEKWIVTAA HCVETGVKIT
231 VVAGEHNIEE TEHTEQKRNV IRIIPHHNYN AAINKYNHDI ALLELDEPLV
281 LNSYVTPICI ADKEYTNIFL KFGSGYVSGW GRVFHKGRSA LVLQYLRVPL
331 VDRATCLRST KFTIYNNMFC AGFHEGGRDS CQGDSGGPHV TEVEGTSFLT
381 GIISWGEECA MKGKYGIYTK VSRYVNWIKE KTKLT

Figura 3 - Estrutura primaria do FIX humano com sua seqiiéncia de aminoacidos e respectivos dominios. Os
aminodcidos que apresentam modificagdo pds-traducionais se encontram destacados. No peptideo sinal o aminodcido
metionina (M) é destacado em rosa. No dominio GLA os doze residuos de Glu estdo sublinhados e em vermelho. No
dominio EGF-1 as S53 e S61 estdo em verde; e o D64 em lilds. A posi¢do de clivagem do peptideo de ativacdo é
encontrada em azul escuro R145 e R180. No peptideo de ativagdo a Y155 sulfatada é destacada em azul, em vermelho
os residuos glicosilados N157, N167, T159, T169, T172 e T179, e em verde claro a S158 fosforilada.

Ativacao da proteina FIX Como mencionado anteriormente, 0s
No plasma humano o FIX encontra-se dois pontos essenciais para a ativagdo do FIX
na concentracao de 4-5 pg/mL com uma meia envolvem:

: 21
vida de 18-24 horas™. 1) a 7y-carboxilagdo dos residuos de

glutamina que sdo essenciais para a ligacdo de
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célcio ao dominio GLA, os quais por sua vez
resultam em uma mudanca conformacional na
proteina que expde os residuos hidrofébicos e
permitem sua interagdo com a bicamada
lipidica;

2) a clivagem da cadeia tinica em duas
cadeias (leve e pesada) que permanecem

unidas por uma ponte dissulfidica.

H4 dois mecanismos propostos em
relacdo a clivagem das ligacdes peptidicas, as
quais resultardo na formagdo das cadeias leves

e pesadas:

1) o primeiro modelo propde que as
duas clivagens do FIX sdo seqiienciais.
Inicialmente, ocorre a clivagem entre os
residuos ArgMS—Alal%, produzindo o
intermedidrio FIXa, e em seguida, ocorre a
segunda clivagem entre os residuos Arglgo—
Val'®!, que resulta na liberacdo do peptideo de

ativacdo e formagao do produto final FIXaBzz;

2) o segundo modelo propde que as

duas  clivagens  proteoliticas  ocorrem
simultaneamente sendo, portanto, utilizada
uma tUnica molécula de substrato. De acordo
com esse modelo é inexistente a formacao do

produto intermedidrio FIXo (FIGURA 4).
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Fator IXag}

Figura 4 - Ativacdo do FIX. As setas mais largas
indicam a ativagdo do FIX pelo fator VI/TF/Ca®* por
clivagens iniciais entre a cadeia leve (CL) e o peptideo
de ativagdo (PA) produzindo um precursor inativo
FIXo. A segunda clivagem entre o PA e a cadeia
pesada (CP) libera o PA e gera o produto final
denominado FIXaf}. O caminho representado pela seta
central degrade representa a ativacio do FIX pelo fator
Xla (figura modificada de Gailani*).

De acordo com o modelo classico da

coagulagdo sangiiinea, conhecida como
“Cascata da Coagulag@o”, a principal protease
da coagulagdo responsdvel pela ativagdo do
FIX € o fator XIa, o qual se torna ativado pelo
Fator XIla que por sua vez se torna ativado
ap6s a interacio do fator XII com o
cininogénio de alto peso molecular (HMWK),
a pré-calicreina (PK) e o coldgeno expostos
na superficie endotelial apds a lesdo do vaso
sangiifneo”*°.

Vérios avangos  ocorreram  no

conhecimento dos mecanismos da coagulacao

sanguinea. Nos ultimos anos, tem-se

entendido melhor a importincia da superficie

celular como sitio contendo receptores
especificos que organizam 0S processos
hemostdticos. De acordo com o modelo

moderno da coagulacio sanguinea, o
complexo FT/VIla seria o principal ativador

do FIX. Desta maneira, em uma primeira fase,
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uma célula (fibroblasto, mondcito ou
endotelial) expressaria o fator tecidual (FT), o
qual se associaria com o fator VIla e
conduziria a geracdo de Xa, IXa e trombina.
Em uma segunda fase, a reacdo se moveria
para a superficie das plaquetas, as quais sdo
ativadas, bem como os co-fatores da
coagulagdo (V e VIII). O fator VIlla, como no
modelo anterior, € o co-fator do FIXa e ativa
o fator X convertendo-o em FXa. Este se
associa com o fator Va formando o complexo
FXa/FVa/Ca2+/f0sfolip1’de0s, que resulta na

formacdo de trombina. Esta, por sua vez,

converte o fibrinogénio em fibrina e
consequentemente a formacao do
codgulo®!*"8,

FIX recombinante

Atualmente existe apenas um FIX
recombinante (rFIX) licenciado pelo US Food
and Drug Administration (FDA) para o uso
clinico no tratamento da hemofilia B, o
BeneFIX ™0,

A producio do rFIX, BeneFIX™,

envolveu quatro etapas. Inicialmente, em

meados da década de 80 foi realizado o
isolamento e a clonagem do cDNA relativo ao
FIX a partir de uma biblioteca de cDNA de
figado humano®’. A clonagem do FIX foi

realizada em um vetor de expressdo

plasmidial convencional € o mesmo foi
transfectado na linhagem celular de ovério de

hamster chinés (CHO) deficiente em
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dihidrofolato redutase (DHFR). Para a selecao
de uma linhagem celular produtora de
elevados niveis de rFIX foi realizada a co-
transfeccdo com um plasmideo portador do
gene da DHFR. Apéds a selecio com alta
estringéncia de metotrexato,

seguido do

tratamento com vitamina K foi possivel a

obtencdo de wuma populacdo celular
recombinante  cujo nivel de FIX
biologicamente ativo presente no

sobrenadante da cultura celular foi da ordem
de 0,8 UI/mL. Esse nivel de FIX inferior ao
nivel de FIX presente no plasma poderia ser
explicado pelo processamento parcial da

proteina recombinante.

De fato, estudos, em paralelo,
envolvendo a caracterizacdio de outras
proteinas plasmdticas, entre elas, pro-

albumina e pro-Fator von Willebrand
mostraram a importancia da enzima PACE-
SOL (serino-protease PACE, do inglés Paired
basic Amino acid Cleaving Enzyme) para o

processamento completo das mesmas®>>°. E

m
uma segunda etapa do processo de produgdo
do rFIX, sete anos mais tarde, esse mesmo
grupo mostrou que a co-transfeccdo da
linhagem recombinante CHO/rFIX com o
cDNA relativo ao gene PACE-SOL humano
resultou em um aumento de 2-3 vezes na
quantidade de FIX biologicamente ativo no
sobrenadante dessas culturas celulares™.

A terceira etapa consistiu na adaptacio
da linhagem celular recombinante CHO/rFIX

para o crescimento em suspensdo, em meios

de cultura isentos de produtos de origem
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animal e de proteinas derivadas do plasma
humano.

Finalmente, a quarta etapa consistiu na
adaptacdo ao crescimento em biorreatores em
pequena escala (250 litros) a principio,
seguido de biorreatores em larga escala (2500
litros). O sobrenadante de cultura dessa
suspensdo celular foi submetido a vérias
etapas

de purificacio e concentracido

resultando na obtencio do liofilizado
conhecido BeneFIX™. Em 11 de fevereiro de
1997, a organizacdo americana FDA aprovou
a comercializacio desse produto pela empresa
Genetics  Institute  (Cambridge/Andover,
MA)**_ Esse produto foi patenteado sob
nimero US Patent 5.171.569°°,

Em 2003, a organizagdo United

Kingdom Haemophilia Center Doctors

Organization (UKHCDO) publicou no
periédico Haemophilia Journal a estratégia
para a selecio dos pacientes portadores de
hemofilia B que se tornaram aptos ao uso do
BeneFIX™ como forma de tratamento®’.

O produto recombinante tem sido
fabricado em apenas algumas regides por uma
Unica empresa € isso leva a uma caréncia no
fornecimento do produto. Atualmente no
Reino Unido todos os hemofilicos podem ser
tratados com a proteina recombinante, porém
na América do Norte uma fracdo significativa
recebe o tratamento com o FIX derivado do
plasma (deIX)3 842,

A situagdo brasileira é um pouco

diferente. Até o momento, o Brasil nio

apresenta tecnologia para a producdo do
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pdFIX, bem como do rFIX. H4 uma
dependéncia total de produtos importados. O
plasma  brasileiro € fracionado  por
companhias européias e retorna ao pais na
forma de concentrado de fator liofilizado,
tendo assim um elevado custo. O Brasil é um
dos maiores consumidores mundiais dos
fatores concentrad0s43, sendo estimado um
gasto anual de R$ 350 milhdes na compra de
hemoderivados*.

Outro problema mundial a respeito do
uso do pdFIX diz respeito a contaminagdo
com agentes virais. Apesar dos avancos

biotecnolégicos  que  conduziram  ao

aprimoramento  das  metodologias  de
inativag@o viral, permitindo formulacdes mais
seguras de pdFIX, a possibilidade de
contaminacdo com parvovirus B19, prions
infecciosos que causam a nova variante da

doenca de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) e outros

virus emergentes ¢é uma preocupagdo
freqiiente**°.
Em conjunto, o alto custo do

BeneFIX™ e sua quantidade disponivel

limitada no mercado tem incentivado a
comunidade cientifica ao desenvolvimento de
novas formulagdes de rFIX com o intuito de

tornd-lo mais acessivel a populacdio de

hemofilicos B**".

ESFORCOS ATUAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS

A forma como a Hemofilia B vem
sendo tratada nos dltimos 40 anos tem sofrido

grandes melhoras, devido a disponibilidade da
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terapia de reposi¢do bioldgica (pdFIX e/ou

rFIX). Dessa forma, o tratamento pode
ocorrer via profilaxia priméria — tratamento
regular para prevenir sangramentos, iniciado
nos primeiros anos de vida do paciente, e via
profilaxia secunddria - tratamento regular para
interromper o ciclo de sangramento. Por
consequéncia disto, um aumento significativo
tem ocorrido tanto na qualidade de vida
quanto na expectativa de vida dos pacientes
hemofilicos B, levando-os a enfrentar novos
desafios.

Durante o Congresso Mundial de
Hemofilia 2010*, foram discutidos os novos
tratamento da

desafios relacionados ao

hemofilia. Neste encontro, foi possivel
constatar que ainda hd pouca experiéncia em
relacdo aos cuidados com as doencas mais
relacionadas aos pacientes hemofilicos
idosos®. Constatou-se ainda, obstdculos no
estabelecimento do uso profildtico do fator
concentrado em pacientes adolescentes e
adultos jovens hemofilicos™. Na tentativa de
estabelecer a terapia profildtica em
adolescentes, dois importantes estudos estdo
simultaneamente em andamento, na Europa
of life, HyQolL-
Europe; NCT01053715) e

(HyQoL-Canada; NCT01034904).

(health-related quality

no Canada

Além disso, outros estudos vém sendo
realizados com o intuito de prolongar a meia
vida do pdFIX e rFIX (18 — 34 horas), além
de diminuir os intervalos de terapia de
reposi¢do (2 — 3 dias) que mantém os niveis

FIX suficientes para prevenir sangramentos
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51,52 deste

espontaneos Diante contexto,
Metzner e colaboradores53, financiados pela
empresa CSL Behring, criaram uma nova
proteina recombinante (rIX-FP), a qual se da
pela fusdo da sequéncia de DNA que codifica
a albumina humana com a regido C-terminal
do FIX humano. A albumina foi utilizada pelo
fato de sua meia vida ser de cerca de 20 dias e
por carrear naturalmente diversas proteinas™.
Os estudos pré-clinicos realizados com rIX-
FP em camundongos, ratos e coelhos
demonstraram que a fusdo protéica manteve a
atividade bioldgica do rFIX e a meia vida do
rIX-FP 4 - 5 vezes superior quando
comparada ao pdFIX e ao rFIX. Assim, a
proxima etapa serd o desenvolvimento de
estudos clinicos utilizando o produto rIX-
FP*.

Durante o Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia 2010 e 2011,
foram apresentados e discutidos assuntos
sobre  autossuficiéncia

em  produtos

sanguineos, avangos no tratamento e
monitoramento das hemofilias, e os prés e
contras dos fatores de coagulag¢do derivados
do plasma humano e recombinantessg,

demonstrando que os pesquisadores e
especialistas estdo tracando propostas pela
melhoria nos tratamentos para hemofilia no
Brasil. Neste contexto, vdarios incentivos
surgiram nos ultimos anos em prol da
producdo nacional e com baixo custo dos
fatores de coagulacdo. Dados registrados pelo
Tribunal de Contas da Unido** demonstram

que no Brasil ndo € realizado como politica de
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saude publica o tratamento de profilaxia
primdria para hemofilia, uma vez que eleva
em trés vezes o consumo de fator em
comparagdo com a profilaxia secundéria
realizada atualmente. E importante ressaltar
que de acordo com Constituicdo Federal
Brasileira de 1988 e a lei 10.205, de maio de
2001, a coleta de plasma humano ndo pode
ser remunerada e a comercializacdo de
hemoderivados é proibida’. Diante desses
fatos, o Instituto Butanta e a Empresa
Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia
(Hemobrés) tem empenhado para obter o FIX
por meio da tecnologia tradicional, a qual
utiliza o plasma de doadores sanguineos™.
Assim, o Brasil poderd suprir a demanda
nacional de FIX, para ambos os tipos de
terapia.

Pelo fato de haverem muitas patentes
internacionais protegendo o desenvolvimento
de medicamentos recombinantes, 0 que onera
significantemente a produ¢@o nacional de
biofarmacos, a FINEP (Financiadora de
Estudos e Projetos) vem financiando projetos
que visam o desenvolvimento da tecnologia
brasileira de producdo do rFIX, entre outros
fatores da coagulacdo sanguinea’’.

Em 2011, do
INCTC/FMRP-USP relataram pela primeira

pesquisadores

vez o desenvolvimento de uma plataforma
biotecnoldgica brasileira para a produgdo da
proteina rFIX utilizando linhagens de células
humanas. O grupo relatou ainda que a
proteina produzida apresenta um efeito

coagulante e um perfil cinético similar ao
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pdFIX  (Octanine®) quando infundido

intravenosamente em camundongos
hemofilicos B. O desafio seguinte serd a
producdo em larga escala dessa proteina rFIX
utilizando células humanas, o que poderd
viabilizar a reducgdo significativa dos custos

relacionados a producgéo do rFIX.

CONCLUSAO

O advento da tecnologia do DNA
recombinante viabilizou a clonagem do gene
do fator IX, o que tornou possivel a
caracterizacdo molecular do mesmo e o
desenvolvimento da protefna rFIX como uma
alternativa terapéutica. Pesquisas e esforcos
que estdo sendo realizados neste momento
evidenciam o comprometimento mundial na
busca do

aperfeicoamento  profissional

relativo aos cuidados terapéuticos de

pacientes hemofilicos B em busca de novas

alternativas que visem a melhoria na
qualidade de vida dos mesmos. Este
panorama sugere que novos produtos

terapéuticos chegardo a clinica em um futuro
préoximo e tornardo a terapia profildtica para

hemofilia B acessivel a todos.
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