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RESUMO

As hemofilias sdo doencas hemorragicas resultantes da deficiéncia de fator VIII
(hemofilia A) ou de fator IX (hemofilia B) da coagulacdo, decorrentes de mutacdes
nos genes que codificam os fatores VIII ou IX, respectivamente. A hemofilia A é
mais frequente que a hemofiia B e acomete aproximadamente 1:10.000
nascimentos masculinos. A gravidade e frequéncia dos episédios hemorragicos
estao relacionadas ao nivel residual de atividade de fator correspondente presente
no plasma e este relaciona-se ao tipo de mutacéo associada a doenca. A clonagem
do gene dos fatores VIII e IX tornou possivel o conhecimento das bases
moleculares da hemofilia, sendo hoje conhecidas mais de 1.000 mutacdes
associadas a doenca. Além disso, a disponibilidade de técnicas moleculares
acrescentou, ao diagnostico laboratorial da hemofilia, a possibilidade de
caracterizar a doenca em nivel molecular. O gerenciamento moderno da hemofilia
comecou verdadeiramente nos anos 1970, quando o aumento da disponibilidade
de concentrados de fatores da coagulacao liofilizados e a adocéo generalizada de
terapia de reposicdo levaram ao controle inicial de hemorragias e a reducéo de
danos musculoesqueléticos tipicos de pacientes ndo tratatos ou tratados de forma
ineficaz, porém, o desenvolvimento de aloanticorpos inibidores contra o FVIII ou
FIX tornou-se a complicacdo mais desafiadora do tratamento da hemofilia. Esses
inibidores, que se desenvolvem em aproximadamente 25-30% dos pacientes com
hemofilia A grave, 0,9-7% dos pacientes com hemofilia leve a e em apenas 3-5%
dos com hemofilia B, tornam as terapias de reposi¢éo ineficazes, limitam o acesso
dos pacientes a um padréo de cuidados seguro e efetivo e predispdem 0s mesmos
a um risco aumentado de morbidade e mortalidade. Portanto, novas abordagens,
como a inducdo de tolerancia imunol6égica ou a terapia génica, estdo sendo
pensadas como formas alternativas e mais eficazes de tratamento da hemofilia,
para garantir aos pacientes a qualidade de vida a que todos tém direito.

Palavras-chaves: Hemofilia A, Hemofilia B, Fator VIII, Fator IX, Anticorpos
inibidores.



ABSTRACT

Hemophilia is an inherited bleeding disorder caused by a deficiency of functional
clotting factors VIII (hemophilia A) or IX (hemophilia B) in the blood plasma,
resulting from mutations on FVIII or FIX genes, respectively. Haemophilia A is the
most commonly and affects approximately one in 10000 male births. Severity and
frequency of bleeding are related to the residual activity of the corresponding factor
in plasma and this is associated to the type of mutation. The cloning of factors VIII
and IX genes made possible the understanding of hemophilia molecular basis, and
more than 1,000 mutations are currently associated with the disease. Furthermore,
the availability of molecular techniqgues made possible characterizing the disease at
molecular level. The modern management of hemophilia truly started in the 1970s,
when the increased availability of lyophilized plasma concentrates of coagulation
factors and the widespread adoption of home replacement therapy led to the early
control of hemorrhages and the reduction of the musculoskeletal damage typical of
untreated or poorly treated patients, however, the most challenging complication of
therapy has become the development of inhibitory alloantibodies against FVIII or
FIX. These inhibitors, that develop in approximately 25-30 % of severe hemophilia A
patients and in only 3-5 % of those with hemophilia B, render replacement therapies
ineffective, limit patient access to a safe and effective standard of care and
predispose them to an increased risk of morbidity and mortality. Thus, new
approaches as immune tolerance induction or gene therapy are being considered
as alternative and more effective treatment of hemophilia, in order to give patients
the quality of life to which all are entitled.

Key-words: Hemophilia A, Hemophilia B, Factor VIII, Factor IX, Inhibitory
antibodies.
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INTRODUCAO

A coagulacdo do sangue consiste em uma série de reacdes bioquimicas
sequenciais envolvendo a interacdo de proteinas, comumente referidas como
fatores da coagulacéo, além de células (em particular, as plaquetas) e ions. O
processo, em Uultima analise, leva a formacdo de um coagulo, cujo principal
componente é a fibrina (HIRSH, WEITZ, 1999). Deficiéncias dos fatores da
coagulacdo podem ocasionar doengas hemorragicas. As principais manifestacdes
clinicas destas doencas sdo 0s sangramentos que podem ocorrer de forma
espontanea ou induzida por trauma ou cirurgia. Dentre todas as coagulopatias, as
hemofilias e a doenca de von Willebrand sdo as mais frequentes (figura 1). O
primeiro relato conhecido sobre hemofilia encontra-se em um decreto do Talmude
(livro de condutas do povo judeu) datado do século Il d.C. Neste decreto, o relator
isenta da circuncisdo criancas provenientes de familias que tenham sofrido duas
mortes decorrentes de hemorragias apos o procedimento. Desde entdo, a hemofilia
soma mais de 1.800 anos de histéria, contada por esparsos casos durante a ldade
Média, por estudos pioneiros durante o século XIX e por avan¢os da bioquimica e
genética ao longo do século XX (DIMICHELE, NEUFELD, 1998; MANNUCCI,
TUDDENBAM, 1999).

Figura 1 - Pacientes identificados com coagulopatias hemorragicas.
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As hemofilias sdo doencas resultantes da deficiéncia quantitativa dos fatores
VIII (FVI) (hemofilia A) ou IX (FIX) (hemofilia B) da coagulacdo, podendo decorrer
devido a fatores adquiridos ou hereditarios. As formas adquiridas, mais raras, séo
resultantes do desenvolvimento de autoanticorpos, associados a doencas
autoimunes, cancer ou causas de origem idiopatica. A hemofilia hereditaria resulta
de alteragcbes nos genes que codificam o fator VIII (hemofilia A) ou IX (hemofilia B)
da coagulacdo (BOLTON-MAGGS, PASI, 2003).
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1 FISIOPATOLOGIA DAS HEMOFILIAS AEB

As hemofilias A e B sao clinicamente indistinguiveis. O diagndstico deve ser
confirmado por ensaio especifico para o fator. A tendéncia a sangramento €
relacionada a concentracédo do fator e € classificada como leve, moderada e grave
(WHITE et al.,, 2001). Nos individuos com hemofilia A grave (aproximadamente
50% dos casos; atividade do FVIII<0,01 U/mL), a hemorragia pode ocorrer
espontaneamente, enquanto pacientes com hemofilia moderada (cerca de 10% dos
individuos; atividade do FVIII 0.01-0.05 U/mL) apresentam um fendtipo
intermediario. Pacientes portadores da forma leve da doenca, observada em 30%-
40% dos casos (atividade do FVIII 0,05-0,4 U/mL), sofrem de hemorragias pos-
trauma ou pés-cirargicas (ANTONARAKIS et al., 1995, Silva Pinto et al., 2012).

O fator VIII € uma glicoproteina plasmética complexa com 2351 aminoacidos
e é sintetizada primariamente pelos hepatdcitos, embora rins, células endoteliais e
tecidos linfaticos possam também sintetizar pequenas quantidades (Hollestelle et
al., 2001). E um dos maiores e menos estaveis fatores da coagulacio, que circula
no plasma em um complexo nao covalente com o fator de Von Willebrand (VWF).
O fator VIl tem uma vida média de aproximadamente 12 horas em adultos (mais
curta em criancas). O VWF protege o fator VIII da degradacdo proteolitica
prematura e concentra-o em sitios de lesédo vascular.

O Fator IX é uma serina-protease de 415 aminoacidos sintetizada no figado
e é a maior das proteinas vitamina K-dependentes. A vitamina K é necessaria para
permitir a gama-carboxilagdo na regido N-terminal dos residuos de &cido glutamico
para formar dominios Gla, que sdo cruciais para a funcdo normal e a atividade
bioldgica. A concentracdo plasmatica de fator IX é cerca de 50 vezes maior do que
a do fator VIII, e o fator IX tem uma vida média de aproximadamente 24 horas.

O sangramento ocorre na hemofilia devido a falha da hemostasia
secundaria. A hemostasia primaria com a formacdo do botdo plaquetario ocorre
normalmente, mas a estabilizacdo do botdo pela fibrina é defeituosa por conta da
inadequada quantidade de trombina gerada. Embora a hipotese classica da
cascata da coagulacéo proponha duas vias separadas, atualmente sabe-se que os
fatores VIl e IX sdo centrais no processo da coagulacdo sanguinea e para a
adequada geracao de trombina. Apds a leséo tecidual, a ativacdo do complexo

formado pelo fator tecidual e pelo fator VIl medeia a geracéo de fator X ativado.
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Essa producdo deve ser amplificada pelos fatores IX e VIII para permitir o
progresso e conclusdo da coagulacdo. Esse esquema mostra que na falta de fator
VIl ou IX, o sangramento ocorrera porque a amplificacdo e a geracdo consolidada

do fator Xa € insuficiente para sustentar a hemostasia (Bolton-Maggs, Pasi, 2003).
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2 EPIDEMIOLOGIA

A hemofilia é conhecida ha mais de 2000 anos e ganhou atencdo publica
significativa devido a sua associacdo com familias reais europeias (Ingram, 1976;
Stevens, 1999). A hemofilia A, o tipo mais comum de hemofilia, € causada pela
deficiéncia do fator VIII da coagulagao, enquanto que a hemofilia B ou “Hemofilia
da Rainha Vitéria” € causada pela deficiéncia do fator IX (Stevens, 1999 ; Rogaev
et al., 2009). Por ser uma doenca ligada ao cromossomo X, é tipicamente expressa
em homens, enquanto as mulheres sdo carreadoras da doenca (Figura 2) (Biggs,
1967; Mannucci, Tuddenham, 2001). Hemartrose ou hemorragia nas articulacdes
sdo caracteristicas da doenca. Outras manifestacbes hemorragicas incluem
sangramentos em musculos e 6érgdos internos, como o0 sistema nervoso central
(SNC). Dependendo da atividade endogena do FVIII/FIX, a severidade da
hemophilia em homens afetados variam entre leve (5-40% de atividade), moderada
(1-5% de atividade) e severa ou grave (<1% ou essencialmente nenhuma
atividade) (White et al., 2001). Na hemofilia A, a forma grave da doenga acontece
em 50-70% dos casos, enquanto que 70% dos pacientes com hemofilia B tém a
forma leve ou moderada da doenca. O fenétipo do sangramento geralmente
corresponde a severidade da doenca. Pacientes com hemofilia leve usualmente
sangram apenas ap0s traumas ou cirurgias, jA os com hemofilia grave podem
experimentar uma média de 20-30 sangramentos por ano, frequentemente
espontaneos ou causados por trauma trivial. Pacientes com hemofilia moderada
tém um padrédo de sangramento variavel, que oscilam do fendétipo leve ao grave.

A hemofilia A esta associada a mutacdes no gene que codifica o F VIII,
localizado na porcdo 2.8 do braco longo do cromossomo X. Até o presente
momento, foram relatadas mais de 800 mutacfes associadas a doenca, conforme
The Haemophilia A Mutation, Structure, Test and Resource Site — HAMSTeRS. E
importante ressaltar que, em cerca de 25%-30% dos casos de hemofilia A, o
evento genético € novo (mutacdo de novo), ndo havendo, neste caso, relato de
ocorréncia da doenca em outros membros da familia. A mutacdo de novo pode
ocorrer tanto em mulheres quanto em homens; este evento esta relacionado a
geracao de portadoras e hemofilicos, respectivamente (Brasil, 2006).

Por ser uma doenca genética recessiva ligada ao cromosomo X, a hemofilia

afeta quase exclusivamente homens. Ocorre em todos 0s grupos raciais e pode ser
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encontrada em todo o mundo (World Federation of Hemophilia). A deficiéncia de
fator VIII (Hemofilia A) € a mais frequente, ficando com 85% dos casos; ja a
deficiéncia do fator IX (Hemofilia B) corresponde a 15%. A incidéncia na populacéo
mundial é de 1/10.000 (pelo fator VIII) e de 1/30.000 (pelo fator IX) nascimentos do
sexo masculino (CAIO, 2000; BRASIL, 2006). Esta frequéncia parece nao variar
consideravelmente entre as populagdes e tem sido mantida por um equilibrio entre
a perda de mutacdes, por exemplo, no caso de um paciente com hemofilia que tem
somente filhos homens e ndo transmite aos mesmos a doenca, e 0 aparecimento
de mutacdes espontaneas (Hedner et al., 2000).

De acordo com o Registro de Coagulopatias Hereditarias do Ministério da
Saude (http://portal.saude.gov.br/saude) no ano 2012, 10.464 pacientes
hemofilicos A e B estavam cadastrados no Brasil. O tratamento dos pacientes com
hemofilia é caro. Por ano, sdo gastos em nosso pais, em torno de US$ 150 milhdes
com a importagdo de hemoderivados, incluindo os fatores VIII e IX da coagulagéo,

destinados ao tratamento desses pacientes.



Figura 2 - Hereditariedade da hemofilia
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3 GENETICA MOLECULAR

Enquanto aspectos clinicos e bioquimicos da hemofilia sdo conhecidos ha
décadas, as bases moleculares da doenga somente foram compreendidas a partir
de 1984 apos a clonagem e caracterizacao dos genes que codificam os fatores VIl
e IX (P10, OLIVEIRA, REZENDE, 2009).

Ambos os fatores VIII e IX sdo sintetizados no figado, o FVIII nas células
endoteliais sinusoidais ou células de Kupffer e o FIX nos hepatécitos. A molécula
madura do FVIII € um heterodimero e consiste de 5 dominios (2A, 2C, 1B) e trés
regides ricas em aminoacidos (al, a2, a3) na juncdo dos dominios A1/A2, A2/B, e
B/A3 (Figura 3A) (Vehar et al, 1984; Kaufman, 1991; Lenting, van Mourik, Mertens,
1998). O dominio B é importante para a expressao e funcéo do FVIII, mas ndo tem
nenhum papel na funcdo de coagulacdo da molécula. O fator IX maduro é uma
glicoproteina de cadeia Unica e consiste de cinco dominios: um dominio rico em
acido gama carboxiglutamico (Gla), uma regido rica em aminoacidos aromaticos,
um dominio de fator de crescimento epidérmico (EGF), um dominio de ativacdo do
zimogénio e um dominio catalitico (Figura 3B). O FIX requer gama carboxilacdo
para exercer a sua funcéo enzimatica. O FVIII é covalentemente ligado ao fator de
Von Willebrand e age como cofator para a ativacéo do FIX para formar o complexo
Tenase intrinseco. A ligacdo do FIXa e FVllla a superficies fosfolipidicas constitui o
complexo Tenase, que € requerido para a geracdo de trombina e amplificacdo da
cascata de coagulacdo. Uma deficiéncia de um desses fatores causa reducao
significativa da geracdo de trombina levando a uma comprometida formacéo de
coagulos e hemostasia deficiente, causando, portanto, tendéncia a hemorragias ao
longo da vida (MANN, 2009).
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Figura 3 - Estrutura molecular dos fatores VIII e IX
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funcdo enzimatica do FIX. A funcéo da regido rica em aminoécidos aromaticos ndo € conhecida.

Fonte: adaptada de Sharathkumar, Carcao, 2011.

A hemofilia pode ser causada por uma variedade de anormalidades
genéticas, incluindo rearranjos génicos, insercdes e delecdes de sequéncias
genéticas de variados tamanhos e mutagbes pontuais (missense ou non-sense)
dentros dos genes do FVIII ou FIX (WACEY et al., 1996; TUDDENHAM., 1991;
TUDDENHAM., 1994; GIANNELLI, GREEN, 1996; GIANNELLI, 1998; TAVAS-
SOLI., 1999; GREEN., 2008).
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Bases de dados de mutagbes como a HAMSTeRS e Haemophilia B
Mutation Database sdo mantidas para entender a heterogeneidade molecular das
hemofilias A e B, respectivamente (WACEY et al.,, 1996; GIANNELLI, 1997;
BAXEVANIS, 2000).

A mutagdo mais comum que causa hemofilia A grave inclui a inversdo do
intron 22, ocorrendo em 45% dos pacientes, seguida das mutacfes pontuais em
30%, mutacdes “frameshift” em 15% e dele¢cdes em 10-20% (WACEY et al., 1996).
Em contraste, as formas leve e moderada da doenca séo geralmente causadas por
varias mutacdes missense. Nenhuma mutacdo foi identificada em 2-4% dos
pacientes com a forma grave da doenca, o que implica que mutacdes dentro das
regides nao codificadoras do gene do FVIII ou muta¢cdes para além do F8 podem
ser responsaveis pelo fenotipo da hemofilia A. Os fendétipos clinicos e a atividade
do FVIII sdo altamente variaveis em pacientes com hemofilia A leve e moderada
contendo exatamente a mesma mutacao, o que sugere que fatores adicionais além
da prépria mutacdo provavelmente influenciam nos niveis de FVIII (Uen et al.,
2003). Similarmente, 10% dos pacientes com hemofilia A grave que contém a
mesma inversao do intron 22 demonstram um variavel fenétipo hemorragico que
varia da forma leve & moderada (ALEDORT, HASCHMEYER, PETTERSSON,
1994; VAN DIJK, 2005).

Essa variabilidade gendtipo-fenétipo pode ser parcialmente explicada pelas
diferencas nas taxas de geracao de trombina e fibrinélise entre pacientes (Dargaud
et al., 2005; Dargaud, Meunier, Negrier, 2004; Grunewald et al., 2002; Walsh,
Rainsford, Biggs, 1973). Por exemplo, o potencial de geracéo de trombina pode ser
aumentado em individuos que séo co-herdeiros de trago trombofilico, como o fator
V de Leiden ou a mutacdo G20210A no gene da protrombina (Nichols et al., 1996;
Lee et al., 2000; Dargaud, Meunier, Negrier, 2004; Dargaud et al., 2005), enquanto
que individuos com taxas aumentadas de fibrindlise exibirdo maior tendéncia a
sangramentos (Grunewald et al., 2002).

Adicionalmente, fatores néo biolégicos, como diferencas no comportamento
de tomada de risco entre os pacientes também contribuem para o risco de
sangramento (Heijnen, Buzzard, 2005). Um melhor entendimento da
heterogeneidade do genotipo-fendtipo em pacientes hemofilicos ajudard a

individualizar seus regimes de tratamento.
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Ao contrario da hemofilia A, as muta¢des missense sdo predominantes na
hemofilia B, sendo responsaveis por 70% das casos graves e 97% dos casos leves
e moderados (Sommer et al., 1992). Pequenas inser¢cdes ou delecdes e rearranjos
génicos complexos sado responsaveis por 10-15% e 1-5% dos casos severos,
respectivamente (Giannelli et al., 1996).

O defeito mais simples conhecido na hemofilia B € a auséncia da proteina do
FIX devido a completa auséncia do gene do FIX (F9), mas isso é responsavel por
menos de 1% dos casos (Anson et al.,, 1988). Aproximadamente 700 diferentes
mutacOes foram documentadas na hemofilia B, a maioria das quais prejudicam a
sintese, secrecado ou estabilidade do FIX (Giannelli et al.,1992).

Um namero significativo de ambas as mutacbes dos genes FVIII e FIX
ocorre nos dinucleotideos CG (Youssoufian et al., 1986; Reiner & Thompson,
1992). Essas mutacdes frequentemente envolvem residuos de arginina em
posicdes criticas, resultando em alteracdes nos sitios funcionais da molécula ou em
cédons de parada inapropriados. Cerca de um terco dos pacientes com hemofilia
tem mutacdes novas (Gitschier et al., 1991)

O gene do fator VIII (F8) esta localizado no braco longo do cromossomo X
(banda Xq28) e compreende uma regido de 186 Kb, constituido por 26 éxons,
separados por 25 introns. Os éxons variam entre 69 a 262 pb, exceto os éxons 14
e 26, que contém 3.106 e 1.958 pb, respectivamente. O RNA mensageiro (RNAmM)
possui 9 Kb (Gitschier et al., 1984) (Figura 4).

Figura 4 - Representacdo esquematica do gene do fator VIII
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(A) O gene do FVIII humano formado por 26 éxons (representados por retangulos em cores azuis
claros) incluindo as regi6es dos genes F8A(retangulo em cor vermelho) e F8B(retangulo em cor
azul), regido ndo codificada representada por retdngulos em cores azuis escuros. (B) O RNA
mensageiro (RNAm) do gene do FVIII humano de 9 Kb(representado por um retdngulo em cor azul
claro)

Fonte: SANTOS, 2010.
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O F8 compreende cerca de 0,1% do cromossomo X e em 80% é constituido
por regides de introns. O maior intron é o 22 (INT22) com 32 Kb. Esta regido
contém uma ilha de nucleotideos CpG, situados a 10 Kb do éxon 22, que podem
funcionar como regibes promotoras bidirecionais, caracterizando a existéncia de
dois genes: F8A e F8B. O gene F8A, que é transcrito em diregdo oposta ao gene
do fator VIl possui 1,8 Kb, enquanto que o F8B com 2,5 Kb é transcrito no mesmo
sentido do fator VIII. Duas copias homélogas do gene F8A foram descritas em uma
regido distante de aproximadamente 500 Kb em direcdo ao telébmero. A funcéo do
FBA e F8B ainda é desconhecida. Cerca de 40% dos casos de hemofilia A
classificados como grave, ou seja, com < 1% de atividade do FVIII, sdo decorrentes
de um rearranjo molecular que leva a inversao do intron 22 do gene do fator VIII
(INV-22) (Naylor et al., 1992). Essa mutacdo é decorrente de uma recombinacéo
entre uma regido de 9,5 Kb do intron 22 (Int22hl) e uma das duas regifes
extragénicas homoélogas Int22h2 e Int22h3, que resultardo respectivamente na
inversdo intron 22 do tipo | ou tipo Il (Antonarakis et al., 1995). Recentemente,
Bagnall et al., (2002) identificou uma segunda inversdo de seqténcias do intron 1
do gene do fator VIII (INV-1) que esta presente em cerca de 5% dos pacientes com
hemofilia A grave. Entre os outros defeitos do gene do FVIII causadores de
hemofilia, a maioria deles é decorrente de substituicdes de um dnico nucleotideo e
somente em 5% dos casos ha insercdes ou delecdes.

Algumas caracteristicas do F8 devem ser enfatizadas: (I) a presenca de
cerca de 70 ilhas CpG, das quais 2% estdo em sequéncias codificadoras; (Il) o
grande tamanho do éxon 14 (3.106 pb), que representa cerca de 40% da regiao
codificadora, mas que codifica a parte funcionalmente menos importante da
proteina e (Ill) o grande tamanho do intron 22, que apresenta uma ilha de CpG que
funciona como promotor bidirecional para dois transcritos adicionais denominados
F8A e F8B (OLDENBURG, et al, 2000).

Admite-se que a taxa de mutacdo do gene do fator VIII é muito elevada (2,4
x 10-5 por geracdo), em decorréncia do seu grande tamanho, da presenca de
regides onde as muta¢cdes sdo mais comuns (hot spots) e uma estrutura peculiar
gue facilita a ocorréncia de rearranjos que silenciam o gene. Esses fatos ajudam a
explicar a persisténcia da doenca por varias geragdes, ja que no passado ela era

freqientemente fatal nas criancas
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O gene do fator IX (F9) com 34Kb, também esta localizado na extremidade
do braco longo do cromossomo X (banda Xq-27), mas em regido distante do local
envolvido com a sintese do FVIII. O F9 possui oito éxons que codificam um RNAmM
com 2,8 Kb. O gene foi inicialmente clonado em 1982 (Choo et al., 1982), e
sequenciado em 1985 (Yoshitake et al., 1985). O fator IX (FIX) € uma glicoproteina
com 415 aminoacidos e tem quatro dominios, como o0s outros fatores da
coagulacdo dependentes da vitamina K. O primeiro dominio (Gla) contém os
residuos de acido Y-carboxiglutdmico necessarios para ligacdo, dependente de
ions calcio, do fator IX aos fosfolipides e as células endoteliais. As funcdes dos
dois dominios semelhantes ao fator de crescimento epidérmico, dominio EGF-1 e
EGF-2, ndo sao inteiramente claras, parecendo estar relacionadas com ligacdo do
FIX aos fatores VIl e X e a incorporagao do FIX ativado ao “complexo tenase”. No
ultimo dominio, o dominio catalitico, localiza-se o sitio ativo serina-protease do FIX
(Figura 5). De maneira oposta a hemofilia A, a taxa de mutagdo espontanea no

gene do FIX é relativamente baixa (Rodgers et al., 1999).

Figura 5 - Representacdo esquematica do gene do fator 1X

(A) Gene FIX _ : 22 & N L8 A
(34 Kb, 8 exons) 5 o o — ] — —
(B) mRNA FIX 5 I
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(A) Oito éxons que codificam um RNAm (B) com 2,8 Kb. (C) O precursor da proteina do FIX é
codificado pelos éxons: 1 que codifica um peptideo sinal na extremidade amino terminal (NH2);
éxons 2 e 3 codificam o pro-peptideo e o dominio Gla onde ocorre a ligacdo do FIX ao complexo
FT/FVII; os éxons 4 e 5 codificam dois fatores de crescimento epidérmico (EGF 1 e o EGF 2) que
sdo importantes na ligacao de calcio e FVIII e FX; o éxon 6 codifica o peptideo de ativagao, que é
clivado por fator VII e XI para produzir FIX ativado e os éxons 7 e 8 codificam o dominio catalitico
gue representa a serina-protease.

Fonte: SANTOS, 2010.
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4 DIAGNOSTICO

A historia familiar e a ocorréncia de episédios hemorragicos sao o0s
principais dados para o diagnéstico da hemofilia. Entretanto, cerca de 20%-30%
dos pacientes com hemofilia ndo apresentam histéria familiar da doenca.

A deficiéncia de FVIII é diagnosticada laboratorialmente e inclui todas as
situacdes clinicas em que a atividade do FVIII da coagulacdo € mais baixa do que
os valores normais, podendo levar a complicacbes clinicas hemorragicas. Um
ensaio de FVIII tem que ser realizado quando ha suspeitas de que um paciente
tenha hemofilia ou seja um carreador da doenca, ou quando um teste de triagem
de coagulacdo estd prolongado (Barrowcliffe, 2003; Barrowcliffe, 2004). O
diagndstico correto da deficiéncia de FVIII é pré-requisito para uma estratégia de
tratamento sob medida para o paciente. E extremamente importante discriminar a
hemofilia entre as formas grave (FVIII<0,01 U/mL), moderada (FVIII entre 0,01 e
0,05 U/mL) e leve (FVIII entre 0,05 e 0,4 U/mL). Além disso, a identificacdo correta
de pacientes com sub-hemofilia e carreadores da doenca também € importante, ja
que esses pacientes necessitam de protecdo contra complicacbes hemorragicas
durante intervencdes cirurgicas (Plug et al., 2006).

A disponibilidade de técnicas moleculares acrescentou, ao diagndstico
laboratorial da hemofilia, a possibilidade de caracterizar a doenca em nivel
molecular. A analise molecular pode utilizar tanto DNA ou RNA, embora o primeiro
seja mais utilizado em funcdo de sua maior estabilidade e facilidade de manuseio.
As abordagens utilizadas para a analise do DNA podem ser diretas ou indiretas. As
abordagens indiretas sdo baseadas em analise de ligagdo e empregam
marcadores polimérficos especificos. As abordagens diretas sdo baseadas em
diversas técnicas moleculares que permitem a identificacdo precisa da mutacao.
Entretanto, apresentam como dificuldade o extenso tamanho de F8, a
complexidade gendémica do mesmo e a grande diversidade de mutacfes. Mutacdes
envolvendo grandes sequéncias de DNA, isto €, grandes delecdes, inser¢cdes ou
rearranjos podem ser identificadas por meio de andlise de Southern blotting
(Saweck et al., 2005). Para a deteccdo da inversao do intron 22, vém sendo
utilizadas as técnicas de PCR longa propostas por Liu e colaboradores (1998), e,
mais recentemente, uma técnica de PCR multiplex proposta por Rossetti e

colaboradores (2005). Mutacdes envolvendo pequenas alteragcdes na sequéncia de
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DNA (em geral, mutacbes em ponto) requerem procedimentos técnicos especiais.
Para tal, utiliza-se a amplificacdo por PCR, seguida de um ensaio de mobilidade
eletroforética (DGGE - Denaturing, Gradient Gel eletrophoresis, SSCP - Single
Strand Conformation Polymorphism, CSGE - Conformation Sensitive Gel
Eletrophoresis, DHPLC - Denaturing High Performance Liquid Chromatography, e
CCMA - Chemical Cleavage Mismatch Analysis) e/ou de sequenciamento
(Goodeve, 1998; Vidal et al., 2001). De modo geral, as taxas de deteccdo de
mutacBes obtidas com estes ensaios sdo bastante elevadas e tém sido
aperfeicoadas mediante adequacéo de protocolos.

Existem duas diferentes maneiras de avaliar geneticamente a hemofilia: 1.
Andlise de polimorfismo de nucleotideo Unico ou microssatélites de sequéncia
repetida em numero varidvel nos genes dos fatores VIII e IX para localizar o
cromossomo X defeituoso na familia (estudo de linkage); 2. Identificacdo da
mutac&do no gene do fator VIl ou IX (deteccdo de mutacao direta) (Peake et al.,
1993; Peyvandi, 2005).

O estudo de linkage pode ser seguro em mais de 99% dos casos
(aproximadamente 1% de chance de recombinacao) quando aplicada em familias
com mais de um membro afetado (hemofilia familiar), mas somente pode excluir o
estado de portador de uma mulher quando aplicado a familias sem nenhuma
histéria prévia de hemofilia (hemofilia esporadica). O principal requisito no estudo
de linkage é a heterozigose do marcador polimérfico na mde do caso
diagnosticado. Isso requer uma estratégia para a analise sequencial de diferentes
polimorfismos nos genes F8 e F9 dependendo das taxas de heterozigose na
populacdo. Tendo em vista a variacdo étnica e geografica consideravel nas
frequéncias de alelos desses polimorfismos (Peake et al.,, 1993), é necessario
estabelecer a informatividade desses polimorfismos em diferentes populacdes
(Lalloz et al., 1994; Jayandharan et al., 2004; Soares, Chamone, Bydlowski, 2001).

A deteccgéo direta de mutagdes causadoras da doenca tem sido cada vez
mais utilizada para o diagnéstico da hemofilia. Essa método possui
aproximadamente 100% de preciséo e € informativa em mais de 95% das familias
com hemofilia A e quase 100% das familias com hemofilia B. E igualmente eficiente
e sensivel na deteccado de mutagcdes em ambas hemofilias familiar e esporadica. A
estratégia empregada inclui amplificacdo dos genes F8 e F9 por meio da reacao

em cadeia da polimerase (PCR), seguida da deteccdo de mutacbes por varios
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métodos de rastreio e/ou sequenciamente de DNA. Por raz6es de custo e de ampla
aplicabilidade, um método simples de deteccdo de mutacdo realizada
anteriormente ao sequenciamento fornece uma ferramenta poderosa e precisa para
o diagndstico genético. Varias técnicas de identificacdo de mutacdes podem ser
usadas para detectar produtos da PCR dos genes F8 e F9. Perfis anormais de
produtos de PCR séo sequenciados para identificar a alteracédo nucleotidica. Além
disso, ndo sdo de alta tecnologia como PCR em tempo real ou eletroforese capilar

com detecc¢do de fluorescéncia (Tizzano et al., 2005).
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5 TRATAMENTO

Nos anos 1950 e inicio de 1960, hemofilicos apenas poderiam ser tratados
com transfusdo de sangue total ou plasma fresco. Infelizmente, ndo h& proteinas
FVIII e FIX suficiente nesses produtos para conter um sangramento grave. Dessa
forma, a maioria das pessoas com hemofilia grave morria ainda na infancia ou no
inicio da idade adulta, tendo como principais causas de morte as hemorragias pos
cirirgicas ou traumaticas ou hemorragias em 06rgdos vitais (especialmente no
cérebro) (Mannucci, 2008). Em 1964, a descoberta por Judith Pool que a fracéo
crioprecipitado do plasma continha grandes quantidades de FVIII representou um
enorme avanco para o tratamento da hemofilia. Pela primeira vez, quantidade
suficiente de FVIII poderia ser infundida em volumes relativamente pequenos para
controlar sangramentos graves, tornando vidveis cirurgias de grande porte
(Mannucci, 2002).

No entanto, o gerenciamento moderno da hemofilia comecou
verdadeiramente nos anos 1970, quando o aumento da disponibilidade de
concentrados de fatores da coagulacéo liofilizados e a adocdo generalizada de
terapia de reposicao levaram ao controle inicial de hemorragias e a reducdo de
danos musculoesqueléticos tipicos de pacientes ndo tratatos ou tratados de forma
ineficaz. A profilaxia priméria foi pioneira e bem-sucedida na Suécia e depois
adotada em outros paises, atingindo o objetivo de impedir a maioria dos episodios
hemorragicos e reduzindo ainda mais o impacto da artropatia (Nilsson, 1993).
Centros especializados em hemofilia tornaram-se menos sobrecarregados pelo
fardo de fornecer tratamento de emergéncia, podendo, assim, desenvolver
programas de atencéo integral, com o envolvimento de varios especialistas como
ortopedistas, fisioterapeutas, dentistas e assistentes sociais. Cirurgias eletivas,
particularmente operacfes ortopédicas, ajudaram a corrigir ou minimizar as
anormalidades musculoesqueléticas desenvolvidas como consequéncia da falta de
tratamento ou de tratamento ineficaz de episddios hemorragicos em musculos e
articulacbes. Em 1977, a descoberta da desmopressina, uma droga sintética que
aumenta os niveis plasmaticos de FVIII e VWF, forneceu um tratamento novo,
seguro e de baixo custo para pacientes com hemofilia A leve, o que poderia evitar

ou reduzir substancialmente o uso de produtos derivados do plasma, 0s custos
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correspondentes e ainda os riscos de infeccao transmitidas pelo sangue (Mannucci,
2001; Mannucci, 2000).

Essa percepcao otimista da hemofilia mudou dramaticamente no inicio dos
anos 1980, num momento em que 60-70% das pessoas com a forma grave da
doenca foram infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que havia
contaminado os concentrados de fatores da coagulacdo. Praticamente todos os
hemofilicos tratados também foram infectados com o virus da hepatite C (HCV) (no
momento chamado de virus da hepatite ndo-A e né&o-B), transmitido por
concentrados de fatores fabricados a partir de pool de plasma de milhares de
doadores (Mannucci, 2005). Como consequéncia das sequelas da sindrome da
imunodeficiéncia humana (AIDS) e das epidemias de hepatite, a necessidade de
um tratamento seguro tornou-se crucial para a comunidade hemofilica. O
desenvolvimento e a implementacdo de técnicas de inativacdo viral para a
producdo de concentrados de fatores derivados do plasma, assim como a adogéo
de novos métodos de deteccdo de virus em doacdes de sangue (por exemplo, o
teste NAT), melhoraram muito a seguranca de produtos derivados do plasma,
como demonstrado pelo fato de que transmissfes de virus da hepatite ou HIV pelo
sangue ndo tém mais ocorrido nos ultimos 25 anos (Mannucci, 2008). Entretanto, o
avanco mais importante neste campo foi representado pelo rapido progresso na
tecnologia de DNA (seguindo a clonagem, em 1982 e 1984, dos genes do FVIII e
FIX), que permitiu a produgdo industrial de FVIII recombinante (e
subsequentemente, de FIX), culminando com a publicacdo, em 1989, do primeiro
relato de eficacia clinica desse produto em dois pacientes com hemofilia A (White
et al., 1989).

Apesar da seguranca dos fatores derivados do plasma terem melhorado nos
altimos 25 anos, o0 medo relacionado a possivel transmissdo de patdgenos novos
ou desconhecidos pelo sangue ou seus derivados levou os cuidadores da hemofilia
dos paises ocidentais a tratarem bebés hemofilicos anteriormente ndo tratados
com produtos recombinantes (Llewelyn et al., 2004). Paralelamente, tendo a
seguranca como prioridade, os processos de fabricacdo de fatores recombinantes
também evoluiram ao longo dos ultimos anos para minimizar ainda mais o risco de
transmissdo de patdgenos, por meio do aperfeicoamento de técnicas de purificacéo

de proteinas, da adicdo de etapas de inativacdo viral e da evitacdo do uso de
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proteinas humanas ou animais durante qualquer etapa de seus processos fabris
(Pipe, 2008; Franchini, Lippi, 2010).

A disponibilidade da terapia de substituicdo de concentrados de fator de alta
qualidade foi importante ndo apenas por reduzir a probabilidade de morte por
hemorragia, mas também pela ampla implementacdo de regimes de tratamento
profilatico a fim de prevenir sangramentos e consequentes danos nas articulacoes,
permitindo, assim, que o0s pacientes mantivessem um estilo de vida praticamente
normal (Franchini, Tagliaferri, Mannucci, 2007). Isso, juntamente com 0 progresso
do gerenciamento de infeccbes virais transmitidas pelo sangue por meio da
vigilancia de pacientes com hepatite cronica (especialmente em relacdo ao
carcinoma hepatocelular e a faléncia hepéatica), a viabilidade de novas opc¢des de
tratamento como terapias antivirais contra o HIV e o HCV, contribuiram bastante
para a melhora na qualidade de vida e reducdo da morbidade na populacao
hemofilica (Franchini, Mannucci, 2010). Portanto, os ultimos 15 anos representam a
‘nova era de ouro” no tratamento da hemofilia (apdés a primeira “era de ouro”
durante os anos 1970), com uma expectativa de vida desses pacientes que,
progressivamente, se aproximou da dos homens da populacdo geral, ao menos
nos paises desenvolvidos (Tagliaferri et al., 2010).
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6 PRESENCA DE INIBIDORES E TRATAMENTOS ALTERNATIVOS

O desenvolvimento de aloanticorpos inibidores contra o FVIII ou FIX tornou-
se a complicacdo mais desafiadora do tratamento da hemofilia. Esses inibidores,
que se desenvolvem em aproximadamente 25-30% dos pacientes com hemofilia A
grave (White et al.,, 2001; Brackmann, Wall, 2002; Kessler, 2005), 0,9-7% dos
pacientes com hemofilia leve a moderada (Darby et al., 2004) e em apenas 3-5%
dos com hemofilia B (Kessler, 2005), tornam as terapias de reposicao ineficazes,
limitam o acesso dos pacientes a um padrdo de cuidados seguro e efetivo e
predispdem o0os mesmos a um risco aumentado de morbidade e mortalidade
(Franchini, Mannucci, 2011). Em um estudo de meta-analise foi demonstrado que a
prevaléncia de inibidores entre todos os hemofilicos A foi de 5% a 7%, e entre os
hemofilicos A grave foi de 12% a 13% (Wight & Paisley, 2003).

Os inibidores s&o aloanticorpos (populagbes de IgG policlonal, mais
frequentemente representadas por IgG4) neutralizadores da atividade coagulante
do FVIII ou FIX desenvolvidos por pacientes hemofilicos, como complicacéo
decorrente do tratamento da hemofilia, ou seja, da administracdo de concentrados
destes fatores da coagulacéo. Clinicamente a presenca desses anticorpos dificulta
a inducado da hemostasia terapéutica a partir da reposicdo dos concentrados de
fator. Essa é considerada uma complicacdo grave, pois as alternativas de
tratamento nessa situacdo, além de ndo serem capazes de garantir com eficacia a
hemostasia, sdo de altissimo custo. Em alguns casos, 0 uso de altas doses do
concentrado de fator pode ser suficiente, mas na maioria das vezes € necessario o
uso de produtos que possuem a capacidade de gerar trombina independente da via
do FVIII ou FIX (produtos bypass), como o concentrado de complexo protrombinico
parcialmente ativado (CPPa) e o fator VIl ativado recombinante (rFVlla) (Scandella
et al., 1988; Scandella et al., 1989; Scandella et al., 1995; Hedner et al. 2001).

Um dos fatores que predispde ao desenvolvimento de inibidores é o tipo de
mutacdo nos genes do FVIII ou FIX. De fato, pacientes com mutacdes
consideradas de alto risco para o desenvolvimento de inibidores como as inversdes
do intron 22 e intron 1, grandes delecdes, mutacdes nonsense, pequenas
insercdes ou delegdes fora de regides com repeticdo de nucleotideos A e mutagfes
missense nos dominios A2, C1 e C2, apresentam 7 a 10 vezes maior risco de

desenvolverem inibidor, quando comparados aos pacientes com mutacdes
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consideradas de baixo risco para o desenvolvimento de inibidores como mutacdes
do tipo splice alternativo; pequenas insercbes ou delegcbes em regides de
repeticbes A; e mutacdes missense nos demais dominios do FVIII. (Oldenburg et
al., 2002).

Recentemente foi sugerido que ndo sO o tipo de mutacdo envolvida esta
associado ao risco de desenvolvimento de inibidor, mas sim a associacdo da
mutacao especifica e o subtipo de antigeno de histocompatibilidade (HLA) classe Il
(White et al., 2005). Além disto, outros fatores de risco ao desenvolvimento de
inibidores sé@o reconhecidos, como a presenca de inibidor no histérico familiar,
idade com a qual se iniciou o tratamento (Lorenzo et al. 2001), alteracdes
especificas do sistema imunolégico (Astermark et al., 2006) e o tipo de produto
utilizado na reposicéo de fator (Goudemand et al., 2006). Alteracdes associadas no
momento de desenvolvimento de inibidores (infec¢cdes associadas) também podem
influenciar no seu aparecimento (Bray et al., 1994).

DiMichele e colaboradores (2002) demonstrou que pacientes hemofilicos
americanos com ascendéncia africana e hispanica apresentavam maior incidéncia
de inibidores. No entanto, apesar da intensa influéncia africana na populagéo
brasileira, a incidéncia de inibidores em hemofilicos relatada no Brasil € inferior ao
observado em outras populagdes, apenas cerca de 9,9% entre hemofilicos A
testados para a presenca de inibidor (Rezende et al., 2009). Este fato pode ser
explicado em parte devido a dificuldade em se obter dados corretos e atualizados
destes inibidores, cuja investigacdo ainda nao € realizada rotineiramente em todos
0S servigcos que prestam atendimento a este tipo de paciente. No entanto, é
possivel devido a intensa miscigenacdo da populacao brasileira, que de fato o risco
do desenvolvimento de inibidores em nossa populagcéo seja distinto do observado
em outras populacgdes.

A presenca de inibidor ndo aumenta a mortalidade, mas complica o
tratamento e aumenta a morbidade relacionada a doenca, porque os episédios
hemorragicos néo respondem ao tratamento padrdo (Hay et al., 2000). Enquanto
que altas doses do fator podem superar baixos titulos de inibidores (<5 Unidades
de Bethesda-BU) (White et al., 2001), altos titulos de inibidores geralmente tornam
a reposicdo de fator ineficaz, necessitando de terapia com produtos bypass

(Leissinger, 2004). Dois desses produtos sao atualmente disponibilizados: o
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complexo de protrombina parcialmente ativado (CPPa), FEIBA, e o fator Vlla
recombinante.

O FEIBA é um concentrado de complexo protrombinico parcialemente
ativado (CPPa) que consiste de proteinas vitamina K dependentes: Fll, FVII, FIX e
FX nas formas original e ativada com uma pequena atividade anticoagulante
(Turecek et al., 2004). O tempo de meia-vida do FEIBA € de 4 a 7 horas, medida
pelo teste de geracdo de trombina (Varadi et al., 2003). Os principais contribuintes
para a atividade hemostatica sao a formacdo do complexo ativado de FX (FXa) e a
geracéo de trombina pelo FlIl no complexo protrombinase (Turecek et al., 2004). O
FVlla no FEIBA aumenta o efeito hemostético, mas, por outro lado, nao
desempenha nenhum papel importante no mecanismo de acéo.

O fator Vlla recombinante (rFVIla) aumenta a formacdo de trombina na
superficie plaquetaria pela ativacdo do FX a FXa (Hedner, 2006). E importante
ressaltar que altas concentracbes de rFVila tém a habilidade de ativar o FX
independentemente do fator tecidual (FT). Porém, a presenca desse cofator
melhora substancialmente o potencial hemostatico. O tempo de meia-vida do
rFVlla é mais curto do que o do CPPa, estando entre 2 e 3 horas em adultos e 1
hora e meia em criangas (Villar et al., 2004).

Ambos os produtos demonstraram controlar pelo menos 80% dos episédios
hemorragicos associados com altos titulos de inibidores, incluindo sangramento
perioperatorio (Hilgartner et al., 1990; Negrier et al., 1997; Key et al., 1998; Shapiro
et al., 1998; Arkin et al., 2000; Tjonnfjord, 2004; Astermark et al., 2007). No entanto,
sua eficacia hemostética € dificil de ser prevista (Leissinger, 2004; Ho, Height,
Smith, 2000) e n&o alcanga as taxas de sucesso globais obtidas com reposicao de
fator especifico em pacientes sem inibidores (Leissinger, 2004; DiMichele et al.,
2004). Além disso, ndo ha ensaios laboratoriais disponiveis que se correlacionem
com a dosagem ou eficicia, ou que prevejam complicacdes (Leissinger, 2004).
Consequentemente, pacientes com inibidores, particularmente os com altos titulos,
estdo em maior risco de hemorragia incrontrolavel, doenca articular e incapacidade
subsequente (Leissinger, 1999). Para reduzir esses riscos e melhorar a qualidade
de vida, a inducdo de tolerancia imunoldgica (ITI) € geralmente tentada para
eliminar a alta responsividade dos inibidores de FVIII de inicio recente e restaurar a

farmacocinética normal do fator (Ho, Height, Smith, 2000)
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ITI pode também ser realizada, embora menos frequentemente, em
pacientes com inibidores de FIX de alta titulacdo. O protocolo de Bonn,
primeiramente descrito em 1977 (Brackmann, Gormsen, 1977), € o protétipo a
partir do qual os regimes de ITI subsequentes evoluiram. Todos os regimes utilizam
exposicdo ao FVIII ou IX continua, frequente e ininterrupta, por um periodo de
poucos meses a dois ou mais anos (Hay, 2005) com o objetivo de induzir tolerancia
antigeno-especifica (Ho, Height, Smith, 2000; DiMichele, 2006).

Outra alternativa interessante ao tratamento da hemofilia € a terapia génica,
que, por meio da introducdo de copias funcionais dos genes do FVIII ou FIX em
células-alvo, poderia finalmente proporcionar a cura e evitar a necessidade de
infusdes de fatores da coagulacdo. Curiosamente, a hemofilia tem sido reconhecida
como uma doenca-alvo ideal para a terapia génica, ja que é causada por um unico
defeito genético bem conhecido e possui uma ampla janela terapéutica (Nathwani,
Davidoff, Tuddenham, 2004; VandenDriessche, Collen, Chuah, 2003).

A possibilidade de cura para as hemofilias A e B continua sendo o objetivo
final dos pacientes acometidos pela doenca. A clonagem dos genes dos fatores VIl
e IX nos anos 80 e a subsequente producdo e introducdo dos fatores
recombinantes VIII e IX durante a Ultima década continuaram a prometer uma
perspectiva de um tratamento de terapia génica para a hemofilia. Nos ultimos anos,
muitos trabalhos tém focado no desenvolvimento de estratégias para esse tipo de
tratamento.

A terapia génica, no sentido mais amplo, é a introduc@o de material genético
externo em uma célula com intencdo terapéutica. A terapia génica final para a
hemofilia A e B seria a substituicdo do gene defeituoso e/ou a corregéo direta do
defeito molecular no gene F8 ou F9 mutante. A modificacdo gendmica direta,
usando oligonucleotidoes de RNA/DNA quiméricos(Kren et al, 1998; Kren et al.,
1999), tem sido demonstrada, mas ainda permanece um longo caminho no futuro
para a sua aplicagdo clinica. A terapia génica para a hemofilia hoje, por
conseguinte, baseia-se na adicdo de sequéncias de DNA de fatores da coagulacéo
funcionalmente normais com promotor adequado e com elementos
potencializadores as células de um paciente com um gene de fator da coagulacéo
defeituoso, de modo que as células modificadas possam produzir proteinas

funcionais, como indicado pelo DNA inserido.
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Embora as hemofilias sejam vistas como um bom modelo clinico para o
desenvolvimento de terapia génica para distirbios de um uUnico gene, é agora um
alvo importante para a terapia génica em geral, uma vez que possui varias
vantagens fundamentais em relacdo a outros distlrbios de Unico gene: tem uma
relacdo simples de causa e efeito entre a deficiéncia do fator da coagulagéo e o
fendtipo da doenca/sintomas clinicos; a expressao tecido-especifica do transgene e
a sua regulacdo precisa sado provavelmente sem importancia; modelos animais
adequados grandes e pequenos estdo disponiveis para estudos pré-clinicos e em
ensaios clinicos, a eficacia pode ser facilmente estabelecida e avaliada clinica e
laboratorialmente.

Do ponto de vista clinico, a terapia génica na hemofilia seria um grande
passo. A terapia de reposicdo com os fatores FVIII e FIX é agora mais segura do
gue nunca, mas continua a ser inferior ao ideal. Embora haja aumento do uso de
fatores recombinantes, com produtos de plasma virus inativado, havera sempre a
preocupacdo com infec¢des transmitidas pelo sangue e contaminacdo com prions
infecciosos causadores da Doenca de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) (Will et al, 1996;
Evatt, 1998).

Mesmo em regimes profilaticos, o tratamento de reposicao deve ser feito por
via intravenosa em intervalos frequentes, o que é muitas vezes problematico em
criancas pequenas. Tem havido avancos importantes nesse campo nos ultimos
anos, mas, com a tecnologia atual, € pouco provavel que a terapia génica seja
capaz de proporcionar uma “cura” total para a hemofilia. A tecnologia atualmente
disponivel ainda nédo é suficientemente avangada para efetuar uma transferéncia
génica ao longo da vida que garanta produgdo continua do fator da coagulacéo a
niveis normais. Apesar disso, talvez o aspecto mais importante da hemofilia que a
torna um excelente alvo para a terapia génica €é o fato de que até mesmo um ligeiro
aumento (1 £ 2% dos niveis fisioldgicos), em circulacdo do fator VIII ou IX teria um
efeito terapéutico significativamente benéfico, protegendo contra hemorragias
espontaneas e transformando potencialmente a vida de pacientes com hemofilia A
grave. Em esséncia, a producdo de fator enddégeno para proporcionar esses
pequenos aumentos nos niveis de fator atingiria os objetivos de profilaxia sem a

necessidade de infusdes regulares de concentrado.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Hemofilia é uma coagulopatia hereditaria recessiva ligada ao sexo que
ocorre devido a falta ou producéo defeituosa de moléculas dos fatores VIl ou IX da
coagulacédo. A deficiéncia de fator VIII (Hemofilia A) € a mais frequente, ficando
com 85% dos casos; ja a deficiéncia do fator IX (Hemofilia B) corresponde a 15%
.1,2 A incidéncia na populagdo mundial € de 1/10.000 (pelo fator VIII) e de 1/30.000
(pelo fator 1X) nascimentos do sexo masculino. E caracterizada pela ocorréncia de
hemorragias que aparecem espontaneamente ou em consequéncia de
traumatismos leves e sdo comuns nas articulacbes. As hemorragias geralmente
ocorrem nas grandes articulagdes, podendo causar muita dor, danos permanentes
e incapacitantes se nao forem tratados adequadamente.

Nas trés ultimas décadas, a hemofilia passou do estado de doenca
negligenciada e frequentemente doenca hereditaria hemorragica fatal para um
grupo bem definido e bem caracterizado de entidades moleculares. Atualmente,
existe uma pequena davida de que, entre as doengcas monogénicas mais
prevalentes (fibrose cistica, talassemia, distrofia molecular), a hemofilia desfruta do
tratamento mais seguro e eficaz. De fato, apés o0s eventos dramaticos
generalizados de transmisséo de virus pelo sangue nos anos de 1970 a 1980, tem
havido uma forte tendéncia no sentido da melhoria continua da eficacia e
seguranca da terapia de reposicao e para a cura da doenca, através de terapia
génica. Para manter esse alto nivel de assisténcia médica e pesquisa, dois
elementos sdo essenciais: primeiro, ha uma necessidade de colaboragéo
internacional em pesquisa clinica sobre hemofilia. Na verdade, poucas das
guestdes ndo resolvidas mencionadas acima podem ser abordadas por estudos
feitos em um Unico centro de hemofilia. A adequacdo do tamanho da amostra é
essencial também para uma doenca rara como a hemofilia, e este objetivo sé pode
ser alcancado através de estudos colaborativos multicéntricos. Segundo, €
necessario manter um elevado nivel de interesse e experiéncia no campo da
hemofilia, especialmente entre os médicos da nova geracao, que parecem ser mais
atraidos pelo lado trombético da hemostasia.

Nos ultimos 20 anos, os avancos na eficacia e seguranca dos tratamentos
de hemofilicos tém sido implementados quase que exclusivamente nos paises

ocidentais. Dessa forma, o primeiro objetivo para um futuro proximo é a obtencéo
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de uma disponibilidade mais ampla de tratamento. H4& uma série de paises
emergentes e populosos, como India e China, onde o nivel de tratamento da
hemofilia esta longe de ser satisfatorio. Para esses paises, que estdo em rapido
desenvolvimento de um elevado nivel de competéncia tecnolégica, ¢é
provavelmente mais apropriado fomentar a tecnologia de DNA com o objetivo de
produzir fatores recombinantes e desenvolver a transferéncia de genes, em vez de
programas baseados em fracionamento de plasma. Por outro lado, a producéo
industrial de fatores da coagulacdo derivados do plasma deve continuar e se
expandir para atender as crescentes necessidades e demandas dos paises
(especialmente  América do Sul e Europa oriental) que estdo melhorando
rapidamente seus programas assistenciais de saude a pessoas com hemofilia e
gue ndo podem arcar com o custo mais elevado de fatores recombinantes. Embora
a extensdo dos programas de assisténcia a hemofilia aos paises em
desenvolvimento seja 0 objetivo principal para um futuro imediato, ha também uma
série de objetivos para os paises desenvolvidos, como manter o atual nivel de
exceléncia de tratamento que corre o0 risco de ser comprometido pela crise
econdmica global. Deve ser enfatizado, ainda, que os custos da hemofilia s&o, na
verdade, uma parcela minima de todo o orgamento para a saude em qualquer pais
e que a boa relacdo custo-efetividade do tratamento da hemofilia ja foi bem
comprovada. Além disso, 0s paises mais ricos devem apoiar as necessidades de
terapia de reposicdo de fator de paises de baixa renda, onde uma producao
adequada de concentrados de fator derivado de plasma ou recombinante pode nao

estar prevista para um futuro préximo.
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