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Fator VIII da Coagulacao

Introducgao

HemofiliaAeB

As hemofilias A e B sdo doencas genéticas hereditdrias ou adquiridas caracterizadas
pela deficiéncia de fatores da coagulacado, respectivamente do fator VIl e do fator IX. Os genes
correspondentes localizam-se no cromossomo X e a sua alteragao determina auséncia ou
diminuicdo dos fatores circulantes o que leva a uma doenca hemorragica de gravidade variavel
na dependéncia das concentracées remanescentes dos fatores. A doenca se manifesta em
homens, sendo as mulheres as portadoras do gene defeituoso e responsdveis pela transmissao
hereditaria. A doenga afeta 1 a cada 5.000 a 10.000 criangas masculinas nascidas. Individuos
com menos de 1% de atividade do fator em circulacdo apresentam doenca grave caracterizada
por sangramentos espontaneos recorrentes, principalmente nas articulagdes dos membros e
musculos. Individuos com concentracdes de fatores que correspondem a atividade entre 2 e
6% apresentam doenca moderada com manifestacdes hemorragicas menos frequentes e
geralmente associadas a traumas. Individuos com atividades de fatores entre 6 e 30%
apresentam doenca leve e raramente sangram.

A Hemofilia A no Mundo e no Brasil

A Organizag¢ao Mundial de Saﬂdé&%—@-ﬁ%ncia de 350.000 hemofilicos no mundo
(80% hemofilia A e 20% hemofilia B). A Federagdao Mundial de Hemofilia, no seu mais recente
levantamento de 2008, registrou a existéncia de 130.363 hemofilicos (108.402 A e 21.961 B)
em 108 paises (91% da populacdo mundial). No Brasil, um levantamento realizado pelo
Ministério da Saude em 2010 indicava a existéncia de 8.795 hemofilicos A e 1.669 hemofilicos
B.

O Tratamento da Hemofilia A

Independente da gravidade da doenca, o tratamento é feito pela reposicdo de
concentrados de fatores da coagulacdo. Existem, entretanto, modalidades diferentes de
tratamento com objetivos terapéuticos distintos, como pode ser verificado na tabela 1. No ano
de 2010, o Brasil usou 255.328.250 Ul de concentrados de fator VIl para tratar os pacientes
com hemofilia A. A populagdo do Brasil, em 2010, era de 190.732.694 habitantes o que
resultou na quantidade de 1,34 Ul de FVIII/habitante. Como pode ser observado na tabela 1,
essa quantidade de fator VIl per capita permite classificar o tipo de tratamento oferecido aos
pacientes hemofilicos A brasileiros como sendo de sobrevivéncia. Na figura 1, observa-se a
posicdo do Brasil, em comparacdo a outros paises, em relacdo a quantidade de fator VllI/per
capita oferecida para o tratamento dos hemofilicos A. Outra forma de se analisar a
disponibilidade de fator VIl é calcular a quantidade de fator disponivel por hemofilico. No
Brasil essa quantidade, em 2010, foi de 30.000 Ul/paciente, sendo que uma boa assisténcia
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recomenda uma dose de pelo menos 50.000Ul/paciente/ano. No conjunto, esses dados
indicam claramente que o tratamento dos hemofilicos A brasileiros necessita ser melhorado
no que diz respeitos a disponibilidade de concentrado de fator VIII. Seria razoavel o aumento
imediato da disponibilidade de fator VIII para o nivel de 3 Ul FVIlI/per capita para que o
esquema terapéutico evoluisse para o estagio Il de independéncia funcional e no médio prazo,
a evolugdo para niveis de 4 a 6 Ul/per capita para permitir a plena integracdo social destes
pacientes com a instituicdo da profilaxia primdria continua.

Tabela 1. Modalidades de tratamento da hemofilia A

Sobrevivéncia Sob demanda 1,0 Ul per capita

. . Sob demanda domiciliar com profilaxia .
Independéncia Funcional . . 3,0 Ul per capita
intermitente

Plena integragao a | Profilaxia intermitente e profilaxia primaria Acima de 3,0 Ul per
sociedade continua capita

ANEXO 2
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Figura 1. Quantitativo de concentrado de fator VIll/per capita usado no Brasil em
relacdo a outros paises (fonte TCU 2009)
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Essa evolugao terapéutica implicaria no aumento da quantidade anual de fator VIII dos
255 milhdes de Ul usados em 2010 para 600 milhdes de Ul no curto prazo e para um minimo
de 800 milhdes com perspectivas de chegar a 1,2 bilhdo de Ul de fator VIl no médio e longo
prazo. Em termos de custos, isto significaria triplicar o dispéndio imediatamente e sextuplica-
lo no médio e longo prazo.’

Concentrados de Fator VIll da Coagulacao

O fator VIl da coagulagdo usado no tratamento da hemofilia A pode ser, atualmente,
obtido por dois métodos diferentes: a partir do plasma humano ou por engenharia genética.

Fator VIIl Derivado do Plasma (FVIIIDP)

Até o inicio da década de 1960, ndo havia tratamento efetivo para a hemofilia. Os
pacientes, de forma geral, eram negligenciados e, quando possivel, tratados com transfusdes
de sangue total. Este panorama comecou a mudar com a demonstracdo, em 1964, de que a
fracdo crioprecipitada do plasma era rica em fator VIl e permitia a reposicao efetiva do fator
VIl nos hemofilicos A. No inicio da década de 1970, apareceram as primeiras companhias
(Hyland, Immuno e Cutter) que pr ntrados liofilizados de fator VII. A
disponibilidade desses produtos derivados do plasma, em grande quantidade, mudou a
histéria natural da hemofilia A, com os pacientes sobrevivendo mais e com menor morbidade
associada.

Entretanto, vdrios problemas caracterizam esses produtos, incluindo a complexa
logistica para a sua obtencdo, a sua seguranca em relacdo a transmissdo de agentes
infecciosos e a sua obsolescéncia em termos moleculares.

Problemas Relacionados a Matéria Prima

O plasma humano, em termos absolutos, é uma fonte pobre em fatores da coagulacao
para fins industriais. Como pode ser observado na figura 2, mais de 90% do plasma é composto
por agua. As proteinas representam apenas 7% do plasma e, desse total, menos de 1% é
constituido por todos os fatores da coagulagao.

' 0 Brasil gastou RS 299.528.871,00 com a compra de hemoderivados no ano de 2009 (CGPO/SIAFI).
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- Albumina 60%
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Figura 2. Composicdo percentual do plasma humano.

Por convencdo, cada mL do plasma circulante contem 1 unidade internacional de cada
um dos fatores da coagulacdo. Portanto, 1 L de plasma circulante de um individuo normal
contém, por definicdo, 1000 Ul de fator VIII. Entretanto, o fator VIl € uma molécula termolabil
e a medida que decorre o tempo aods processo de coleta e durante o armazenamento para
posterior purificacdo e producdo dos concentrados de fator VI, ocorre também degradacao
de moléculas funcionais. Para amenizar essa perda, o plasma que sera destinado a producao
de Concentrado de Fator VIII (CFVIII) deve ser congelado a temperatura de menos 18 graus
centigrados em até 8 horas apds a coleta. Esse plasma recebe o nome de plasma fresco
congelado (PFC), possui volume em torno de 200 mL e deve conter pelo menos 40% da
concentracdo inicial de fator VIII, ou seja, pelo menos 80Ul de FVIIl. Em um litro de PFC,
devemos encontrar pelo menos 400 UN Igly(@szarocessos industriais de fracionamento
atualmente existentes, destas 400 Ul é posswel recuperar-se 50%, ou seja, em torno de 200 Ul,

o que representa apenas 20% da quantidade de fator VIl presente no plasma circulante.

Além desta ineficiéncia no processo de fracionamento, alguns outros fatores
caracterizam esta cadeia produtiva: dificuldades logisticas tanto na obtencdo como na
conservacdo da matéria prima e a presenca de riscos infecciosos elevados o que obriga o uso
de etapas adicionais de inativacdo viral por técnicas que redundam na reducdo adicional da
concentragdo final de fator VIII e leva ao encarecimento do produto e as dificuldades de
abastecimento.

Para se ter uma ideia aproximada da complexidade envolvida na producdo de
concentrado de fator VIII a partir do plasma, podemos fazer uma pequena simulagdo. Para
atendermos a demanda atual de 260 milhdes de Ul de FVIIl do Brasil seria necessario o
fracionamento de 1,3 milhdo de litros de plasma fresco congelado (considerando o
rendimentos de 200 Ul/litro de PFC’). A obtencdo de 1,3 milhdo de litros de plasma, por sua
vez, implicaria na coleta minima de 6,5 milhdes de doacdes de sangue total em condicdes
ideais para o fracionamento. Para o processamento desta quantidade de plasma, o Brasil teria
a necessidade de possuir 3 plantas de fracionamento iguais a que esta sendo construida pela

? Estimativa otimista. O plasma brasileiro jd fracionado apresentou rendimento de 150 Ul/litro de PFC
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Hemobras, com capacidade de processamento industrial de 500 mil litros de plasma/ano e ao
custo estimado de USS 600 milhdes/unidade.

Atualmente, o Brasil colhe em torno de 4 milhdes de bolsas de sangue total, mas
apenas cerca de 200 mil bolsas de plasma fresco congelado, com qualidade para
fracionamento industrial, sdo geradas. O processamento destas bolsas produziria cerca de 6
milhdes de Ul de FVIII (rendimento do plasma brasileiro é de 150 UIFVIII/L plasma) o que
representa apenas 2,3% da demanda atual. A evolugdo terapéutica necessaria para o nivel de
independéncia funcional (3 Ul per capita — 600 milhdes de Ul/ano) elevaria a necessidade de
fracionamento para 3 milhdes de litros (15 milhGes de doag¢des de sangue total ou 7 milhdes
de coletas de plasma por equipamentos de aféreses) e, para o estagio de plena integracado
(acima de 3 Ul per capita — 800 milhdes a 1,2 bilhdo de Ul/ano), elevaria a necessidade de
fracionamento para mais de 5,5 milhGes de litros de PFC (mais de 22 milhGes de doacdes de
sangue total ou 11 milhdes de coletas de plasma por aférese). Estes nimeros indicam que a
autossuficiéncia nacional em FVIII derivado do plasma para o tratamento dos hemofilicos
brasileiros € um objetivo irreal, tamanhas as dificuldades que se apresentam, tanto logisticas,
como financeiras.

Neste contexto, a contribuicdo das plantas de fracionamento em processo de
instalacdo no Brasil é muito pequena. Considerando que a capacidade nominal dessas plantas
é de 650 mil litros de plasma/ano e adrﬁl’hl@@téuperagﬁo de 50% do fator VIII presente
no PFC, ou seja, 200 Ul FVIII/L de plasma, essas plantas, quando em operacdo maxima, gerardo
no maximo 98 milhdes de Ul de fator Vlll/ano ou 38% das necessidades atuais ou 16% da
demanda de médio prazo. Ressalte-se que o plasma fresco congelado para fracionamento
produzido atualmente no Brasil (cerca de 50.000 L) e o plasma previsto para ser gerado em
2012 (500.000 L) é insuficiente para atender a demanda de matéria prima das duas plantas de
fracionamento em processo de instalacdo (Hemobras — 500.000 L; Instituto Butantan —
150.000 L).

A quantidade total de plasma fresco congelado para operar estas duas plantas (650.000
L de plasma/ano) exigiria a coleta de 3.250.000 bolsas de sangue total cujo plasma
correspondente seria integralmente destinado ao fracionamento. Em tese, a coleta deste
montante de plasma ndo representaria nenhum absurdo visto que o pais ja colhe cerca de 4
milhdes de bolsas de sangue total ao ano. Entretanto, apenas 5% do plasma nacional coletado
possui a qualidade necessaria para permitir o processamento industrial

Conclui-se, diante do exposto, que a producado de fator VIII da coagulacdo a partir do
fracionamento plasmatico ndo representa solucdo para a autossuficiéncia nacional neste
insumo. Pelo contrario, representa um investimento elevado (custo estimado em USS 600
milhdes/planta) na compra de uma tecnologia ineficiente e que vem se tornando rapidamente
obsoleta. Ressalte-se, por outro lado, que a manutencdo dessa tecnologia no presente é
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apenas questdo comercial e baseia-se inteiramente no fato de que o mercado mundial é
dominado por grandes companhias multinacionais que possuem tanto plantas de
fracionamento plasmatico como de producao de fatores recombinantes e realizam o jogo de
acordo com os seus interesses. A companhia Baxter, por exemplo, que domina 30% do
mercado mundial de fator VIl produz tanto FVIII derivado do plasma como recombinante.
Somente a sua planta de producdo de recombinantes situada em Neuchatel, na Suica, possui
capacidade de producdo de 4 bilhdes de Ul de fator rhFVIll/ano o que representa cerca de 50%
de demanda mundial atual de fator VIIl. Obviamente que o aumento na produgao de rhFVIII
significaria criar competigao com o seu FVIIIDP o que ndo interessa enquanto houver demanda
para esse produto.

O mercado mundial de fator VIII deve atingir 8,1 bilhdes de Ul em 2012, sendo que o
fator recombinante responde por 58% deste total (Figura 3). Em termos financeiros esse
mercado representa cerca de 3,5 bilhdes de ddlares. Mantidas as condi¢des atuais o mercado
ainda comportard o fator VIIlI derivado do plasma que, no entando, depende do retardo na
evolucdao tecnolégica do rhFVIIl e da aceitacdo dos pacientes para permanecer viavel
economicamente.

Mercado Mundial de FVIII

ANEXO 2
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Figura 3. Mercado mundial de fator VIII derivado do plasma e recombinante em bilhdes
de UL

As comunidades de pacientes e de médicos tém exercido papel importante neste
processo. Assim, por exemplo, o Conselho Cientifico da Fundagdao Nacional de Hemofilia dos
Estados Unidos da América e a Sociedade Canadense de Hemofilia indicam que o tratamento
de escolha para a hemofilia A é a reposicdo com concentrados de fator VIl recombinantes. Em
linha com esta recomendacdo, observa-se que nos paises desenvolvidos o tratamento é feito
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predominantemente com fator VIIl recombinante, enquanto nos paises em desenvolvimento o
tratamento é feito com fator VIII derivado do plasma (Figura 4). A recomendacdo do uso de
fator VIl recombinante como primeira escolha terapéutica para a hemofilia A tem sido aceita
de forma entusiastica pela comunidade mundial de pacientes hemofilicos que conhece, como
ninguém mais, os riscos envolvidos no uso do FVIIIDP.

Mercado Mundial Plasma X Recombinante

Devel. Countries
South America

Europe

B Recomb Plasma

Figura 4. Mercado mundial de fatores de coagulacao obtidos do plasma e recombinantes em

ANEXO 2

O Futuro da Industria de Fracionamento de Plasma

termos percentuais.

O ponto mais importante que definiu o perfil atual e o futuro préximo da industria de
proteinas terapéuticas derivadas do plasma foi a introducdo no mercado do Fator VI
recombinante (rhFVIIl). Até meados da década de 90, a demanda mundial de FVIII dirigia o
planejamento da industria de fracionamento plasmatico. Com a introducdo do rhFVIll, a
inddstria sofreu um revés de expectativas e, apesar do aumento da demanda observado em
todo o mundo, a industria diminui paulatinamente a quantidade de plasma processado (figura
5), embora a quantidade anual de FVIIIDP produzida tivesse praticamente se mantido no
mesmo patamar. Na década de 2000, a industria de derivados de plasma passou a ser
orientada pela demanda mundial de imunoglobulinas endovenosas que vem aumentado cerca
de 7%/ano. Para o ano de 2012, projeta-se a necessidade mundial de 107 toneladas de IgEV. O
atendimento a esta demanda somente serd possivel aumentando-se a quantidade de plasma
disponivel para o fracionamento que idealmente deveria atingir o patamar de 31 milhdes de
litros em 2012. Neste novo contexto, a producdo de FVIIIDP é considerada apenas como
subproduto da purificacdo de Igs e poderd ou ndo ser mantida como negdcio pela grande
inddstria de fracionamento na dependéncia de aspectos comerciais. Considerando a evolucdao
tecnolégica dos produtos recombinantes disponiveis atualmente, parece que a tendéncia atual
é o tratamento integral dos hemofilicos com fatores recombinantes; confirmada esta
tendéncia, o FVIIIDP se convertera em um produto sem mercado.
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Entretanto, qualquer que seja o cendrio mundial, as industrias de fracionamento
plasmatico, em instalagao no Brasil, ndo resolverdao o problema da demanda nacional de fator
VIIl. No cenario mais favoravel em que ambas as unidades operassem com matéria prima de
boa qualidade a plena capacidade, seriam produzidos 98 milhées de Ul FVIIl, o que seria
apenas 16% da necessidades integrais dos pacientes hemofilicos existentes hoje. Em cinco
anos, prazo considerado razodvel para estas unidades estarem em operacdo, a populacdo de
pacientes hemofilicos e a demanda de fator VIl também serdo maiores e a capacidade de
atendimento destas unidades sera proporcionalmente menor.

40.000 -

Litros

2003

1993 1996 1999

1990

1984 1987

[l Plasma Processado [l Capacidade de Processamento

Figura 5. Capacidade instalada e quantiémgsaga de plasma pela industria fracionadora
mundial.

No pior cendrio para a nascente industria nacional de processamento plasmatico, o
FVIIIDP ndo mais sera usado no tratamento da hemofilia A. Isso acontecerd caso ocorra a
introdu¢gdao no mercado de novas moléculas de FVIII recombinates com caracteristicas
moleculares aperfeicoadas (rhFVIIl peguilado, rhFVIII de longa duracdo, etc.). Nesse caso, o
planejamento e os investimentos feitos até agora para a producdo nacional de FVIIIDP serdao
atropelados pela evolugdo tecnolégica e o produto desejado se tornard obsoleto antes mesmo
de ser produzido no Brasil.

Esse cendrio ja se encontra em processo de construcdo nos paises desenvolvidos e o
seu embrido ja se dissemina pelo mundo todo. A sua ado¢do é uma questdo de tempo e de
mercado. Existem aqueles que acreditam que o futuro no tratamento dos hemofilicos serd
nitidamente distinto entre os paises ricos que usardo o rhFVIll e os paises pobres que usardao
FVIIIDP. Esta estratégia podera ser mantida por algum tempo pela grande industria
fracionadora que, no momento, possui e controla tanto a producdo de FVIIIDP como a de
rhFVIIl. No médio prazo, no entanto, produtores de rhFVIIl independentes ou de produtos
tecnologicamente superiores como o rhFVIll peguilhado ou o rhFVIIl de longa duracao,
poderdo romper este equilibrio e colocar na prateleira da histéria o FVIIIDP. O planejamento
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para a produgao nacional de FVIIIDP, na minha opinido, deveria ser revisto rapidamente para
gue o pais ndo corra os riscos apontados acima.

Fator VIl Recombinante

A era do DNA recombinante comecou na década de 1970 com a descricdo do primeiro
plasmidio recombinante funcional. Em 1976, foi fundada, em S3o Francisco — USA, a
Genentech, empresa que produziu a primeira proteina humana recombinante. Em 1982, a
insulina foi a primeira proteina humana recombinante a ser comercializada. A corrida pela
clonagem e producao do fator VIII humano se iniciou em 1981, com a fundacao da companhia
Genetics Institute. A clonagem e expressdo do gene do FVIII humano ocorreu em 1983 e 1984
e a primeira infusdo de rhFVIIl em pacientes foi feita em 1987 e descrita na literatura em 1989.

O entendimento do estdgio atual da producdo de rhFVIIlI necessita do conhecimento da
estrutura basica do gene e da molécula do FVIII. O gene do fator VIl estd localizado préximo a
extremidade do braco longo do cromossomo X, possui extensdo de 186 kb, sendo um dos
maiores genes conhecidos; sua estrutura compreende 26 exons que variam em tamanho de 60
pb a 3106 pb e introns que chegam a possuir 32.4 kb. O gene do FVIIl é transcrito em um
mRNA de cerca de 9.000 pb que, por sua vez, sintetiza uma proteina de cadeia Unica de 2351
aa que é secretada apods sofrer glicosilagcdo e processamento N-terminal. A proteina madura
possui 2332 aa organizados em 6 domini inados Al, A2, B, A3, C1 e C2 (Figura 6).
Subsequentemente, esta proteina é préﬁgamzoriginar a forma ativa que é composta
por duas cadeias: a cadeia pesada com PM entre 90 e 210 kD e a cadeia leve com 80 kD. O
dominio B ndo participa da molécula funcional. Em circulacdo este complexo se liga ao fator de

von Willebrand que é responsavel pela sua estabilizagao e meia vida circulante de 12 horas. O
FVIII é produzido principalmente nos hepatdcitos e em células endoteliais.

2020 2173
1 336 373 7o 741 1648 1690 2019|| 2172I| 2332
I - RSB e MRS G C2
L IL ]
Cadeia Pesada Cadeia Leve

Figura 6. Estrutura da proteina primaria do FVIII e os seus diversos dominios.

Em decorréncia do tamanho da molécula e da complexidade das modificacdes pds-
traducionais requeridas para a geracdao de moléculas funcionais, a producdo de rhFVIlI
somente foi possivel, até o momento, em sistemas celulares de mamiferos. Dois sistemas
celulares foram e sdo extensivamente usados para este fim: células CHO (Chinese Hamster
Ovary cells) e células BHK (Baby Hamster Kidney).
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Estes dois tipos celulares sdo capazes de expressdo elevada, produzem modificacdes
pds-traducionais similares as que ocorrem em células humanas e sdo passiveis de
escalonamento em biorreatores de grande volume.

Os concentrados de rhFVIII disponiveis no mercado sdo habitualmente classificados em
geracOes. A primeira geracdo de produtos compreende as moléculas recombinantes integrais
do FVIII produzidas em sistemas celulares que empregam soro bovino fetal no cultivo e a
albumina humana como estabilizador na formulagao final. A segunda geracdo compreende os
produtos que contém moléculas integrais ou moléculas com o dominio B deletado que foram
produzidos em culturas com albumina humana ou outra proteina derivada do plasma, mas
cujo produto final é estabilizado por sacarose e ndo contém proteinas plasmaticas humanas. A
terceira geracdo compreende os produtos com moléculas integrais ou B-deletadas que foram
expressos em sistemas de cultivo livres de soro seja animal ou humano e ndao contém estes
produtos na formulacdo final. Recentemente apareceu a quarta geragdo que compreende
produtos que atendem aos requisitos da terceira geracdo mas que sao produzidos em sistemas
celulares humanos. Na tabela 2, encontramos um resumo dos rhFVIIl aprovados para
comercializacdo até o momento ou em desenvolvimento.

Tabela 2. Concentrados de rhFVIII disponiveis no mercado ou em desenvolvimento.

integra Recombinate | Baxter Albumina SBF/Albumina
28 integra Helixate Bayer Sacarose Proteinas
Kogenate FS Bayer Sacarose Plasma
Proteinas
Plasma
B-deletado ReFacto Wyeth Sacarose Albumina
32 integra Advate Baxter Trealose e Isento
Manitol
B-deletado Xyntha Wyeth Sacarose Isento
4% * Integra/células | Human-cl- Octapharma ? Isento
humanas rhFVIII

* - Produto em estudo clinico fase Il.

A Producao de rhFVIII

O processo de produgao de rhFVIII tem mais de 20 anos de otimizagdao. Os principios
basicos de producdo sdo os mesmos entre as diversas plantas industriais e envolve seis passos
principais:
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1. Otimizacdo do Sistema de Expressdao — tipo de construcdo, molécula integra ou B-
deletada; tipo celular a ser usado, etc.

2. Formacdo do Banco Mestre de Células ou Arquivo Mestre — compreende o
armazenamento de um lote de células modificadas geneticamente e que serdo usadas
como Banco original do qual todos os demais Bancos de Células serdao derivados. O
Arquivo Mestre ndao deve ser manipulado a ndo ser para recuperacao da linhagem
original e para futuros controles.

3. Formacdo dos Bancos de Trabalho — culturas celulares derivadas do Mestre e que sdo
expandidas lentamente até atingir as concentracdes ideais para indculo nos
biorreatores de grande volume (1.000 L ou mais).

Otimizacdo do meio de cultivo — meio livre de soro animal ou humano.

5. Sistema de Cultivo — tipo de biorreator e modo de operacdo que serd usado (batelada,
batelada-alimentada, perfusdo)

6. Purificacdo, concentracao do produto, inativacdo viral e formulacao final — o produto é
purificado e concentrado para sofrer o processo final de formulacdo. Nesta fase pode
ocorrer, por exemplo, a concentracdo de 7 L de sobrenadante celular para cerca de 1 L.
Neste volume final, sdo aplicadas as etapas de inativacdo viral e envase.

Vantagens do rhFVIII ANEXO 2

As principais vantagens do rhFVIIl em relagdo ao FVIIIDP s3o:

1. Elevada Capacidade Produtiva

As células geneticamente modificadas para expressar o rhFVIIl sdo capazes de expressar
grandes quantidades de FVIII em pequenos volumes. Assim, por exemplo, uma linhagem
celular capaz de produzir 1 UIFVIII/mL (producdo considerada baixa em termos de
proteinas recombinantes) geraria 1 L de sobrenadante celular contendo 1000 UIFVIII que é
a mesma concentracdo observada no sangue circulante contendo 60% a mais de FVIIl em
relacdo ao plasma fresco congelado (PFC). Admitindo-se recuperacdo minima de 50% no
processo de purificagdo obteriamos 500 Ul FVIII/L o que é trés vezes mais do que se tem
obtido com o plasma.

No processo de escalonamento, se usdssemos um biorreator operado em perfusdo de 20L
com capacidade de gerar 5 volumes de reator/dia, ou seja, 100 L/dia e considerando que a
producdo neste sistema, em funcdo da alta concentragdo celular passaria a ser 3 Ul/mL,
obteriamos 300.000 UIFVIII a cada 24 h. Considerando um ciclo de operac¢do de 60 dias,
obteriamos no final do periodo 18.000.000 UIFVIII e 9.000.000 UIFVIII purificadas. Esta
quantidade seria suficiente para atender cerca de 180 pacientes/ano na dose de 50.000
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Ul/paciente/ano. Passando para uma escala comercial, se usdssemos um biorreator de
100L com geracdo de 10 volumes reator/dia e 4 ciclos anuais de 80 dias cada,
produziriamos 480.000.000 UIFVIII purificadas. Esta quantidade seria 6,4 vezes maior do
que a produgdo anual da planta de fracionamento da Hemobras (75.000.000 UIFVIIl/ano),
custaria menos de 1/10 do investimento previsto, e atenderia 100% da necessidade
nacional na demanda de 2Ul per capita.

2. Seguranga

A seguranca, com relacdo a agentes infecciosos, dos produtos recombinantes é muito
maior em comparagao com o FVIIIDP. Considerando que o rhFVIIl é produzido in vitro, em
linhagens celulares livres de qualquer contaminante, seja viral ou bacteriano, a sua
seguranca é maxima. O risco de transmissao de HIV, HCV, HBV, HAV, Parvovirus B19, Virus
da Dengue, Virus do Oeste do Nilo, prions, etc. para os recombinantes de 3°. e 4° gerac3o
é praticamente zero. A seguranca é monitorizada a cada passo da producdo. Ao contrario
do FVIIIDP, que parte de “pools” de plasma de milhares de doadores, e que deve, a rigor,
ser considerado contaminado por doadores em periodo de janela imunolégica ou por
agentes infecciosos que nao sdo testados, o rhFVIIl parte de indculos celulares e de meios
de cultura isentos de agentes infefcjQses)Contdrminantes. Ndo bastasse esta diferenca
fundamental, o rhFVIIl ainda sofre processo de inativacdo viral e filtracdo que tornam o

produto recombinante redundantemente seguro.

3. Evolugdo Molecular

O rhFVIIl é uma molécula projetada e neste sentido pode evoluir e incorporar modificacdes
na sua estrutura para tornar-se terapeuticamente mais efetiva. Esta é, sem duvida, a
grande vantagem competitiva que tornarad obsoleto o uso do FVIIIDP. InUmeros sdo os
desenvolvimentos em andamento no momento e descreverei apenas os mais importantes
e que tenham impacto na evolucdo do tratamento para a hemofilia A. Atualmente, os
esforcos de aperfeicoamento molecular do FVIII se concentram em trés objetivos:

a) Aumentar a meia-vida do FVIIl em circulagao;
b) Diminuir a imunogenicidade;
c) Aumentar a atividade pré-coagulante por unidade de massa.

3.1 Aumentar a meia-vida do FVIIl em circulagao
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O prolongamento da meia-vida do FVIIl poderda reduzir a dose e a frequéncia das
administracdes o que permitira a melhoria da eficacia e da aderéncia ao tratamento com
consequente melhora da qualidade de vida dos pacientes.

As estratégias mais promissoras que estdo sendo testadas incluem a peguilacdo, a adicao
de acidos polisialicos e a producdo de proteinas fundidas.

Peguilacao

O polietileno glicol (PEG), quando ligado a proteina, produz a incorporacdo de
moléculas de agua levando ao aumento do tamanho da molécula que se torna mais
resistente aos mecanismos de eliminagdo e consequentemente permanece mais tempo em
circulacdo. Vdrias drogas peguiladas sdao de uso clinico rotineiro.

A peguilagdo como modificagao capaz de estender a meia-vida do FVIII é assunto de
grande interesse cientifico e comercial. A peguilacdo habitual de residuos lisina ou da
amina N-terminal, no entanto, ndo tem sido satisfatéria em relagdo ao FVIII, visto que
diminui a atividade especifica e interfere com a ligacdo da molécula com o fator de von
Willebrand. A estratégia mais promissora compreende a criacdo de sitios especificos de
peguilagdo na superficie da molécula de FVIII o que determina aumento da meia-vida sem
interferir na fungao da proteina. Mﬂﬁﬁy@ fta configuragdo estao sendo avaliadas
em estudos clinicos.

Polisializacao

A adicdo de 4acido polisialico (PSA) também promove aumento do tamanho da proteina
e é alternativa interessante ao processo de peguilagao. A vantagem da polisializagdo é que
se trata de mecanismo natural que ocorre em abundancia na superficie de células e em
proteinas e portanto sem consequéncias bioldgicas adversas.

Geracdo de Proteinas Hibridas

A estratégia aqui envolve a fusdo da molécula do FVIII com a albumina ou com o
fragmento Fc de imunoglobulinas. O objetivo é aumentar a meia-vida aproveitando-se da
resisténcia da albumina e do Fc em circulacdo onde apresentam meia-vida em torno de 25
dias. Proteinas fundidas FVIII-Fclg estdo sendo submetidas a ensaios clinicos.

3.2 Diminuig¢ao da Imunogenicidade do FVIII

Uma das complica¢cdes mais frequentes e importantes do tratamento da hemofilia A é
o aparecimento de inibidores, ou seja, de anticorpos autdlogos dirigidos contra epitopos
da molécula de FVIIl. Cerca de 25% dos pacientes com hemofilia A submetidos a
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tratamento desenvolvem inibidores e, como consequéncia, ocorre reducdo da eficdcia do
tratamento de reposicao do fator VIIl.

A maior parte dos inibidores tem como alvos epitopos situados nos dominios A2 e C2 da
molécula de Fator VIII. Estes inibidores ndo reagem com o Fator VIII porcino que
aparentemente ndo é imunogénico para o homem. Esta ultima observacdo tem levado ao
desenvolvimento de moléculas hibridas humanas-porcinas de fator VIll, ou mesmo ao
desenvolvimento de moléculas recombinantes porcinas com o objetivo de tratar os
pacientes com inibidores em altos titulos.

3.3 Aumentar a Atividade Pré-coagulante do FVIII

O aumento da atividade pré-coagulante pode ser obtido aumentando-se a eficiéncia da
ativacdo ou modificando a molécula de fator VIII de forma a torna-la resistente a
inativacdo. Estas duas estratégias tém sido testadas promovendo-se mutacdes sitio-
dirigidas nos locais onde ocorre a atuacdo das enzimas proteoliticas responsdveis pela
ativacdo e pela inativacao do fator VIIl.

Todos estes desenvolvimentos estdo na ordem do dia das empresas produtoras de
rhFVIIl e muitos ja se encontram lNHse € estudos clinicos (Tabela 3). E questdo de
tempo para que estas moléculas aperfeicoadas de FVIII venham a substituir integralmente
os tratamentos disponiveis hoje para a hemofilia A, principalmente o FVIIIDP.

Tabela 3. Produtos em desenvolvimento para o tratamento da hemofilia A

Companhia Estratégia Fase do
Desenvolvimento

Bayer/Zilip pharma FVIII com lipossomo peguilado Fase Il

Bayer FVIII-BD peguilhado e mutante Cys Pré-clinica

Baxter/Nektar Peguilacdo ao acaso Pré-clinica

Baxter/Nektar Peguilagdo transiente Pré-clinica

Baxter/Lipoxen FVIII polisializado Pré-clinca

Baxter/Flamel

FVIIl  formulado
glutamico

com polimero de 4cido

Desenvolvimento

Biogen-IDEC/Biovitrum FVIII:Fc fusionadas Pré-clinico
Biogen-IDEC/Biovitrum FIX:Fc fusionadas Fase |
CSL-Behring FVIIIl com dominio B substituido por albumina Pré-clinico
Novo Nordisk FVlla glico-peguilado Fase |
Novi Nordisk FIX glico-peguilado Fase |
Novo Nordisk FVIII peguilado Pré-clinico
Octapharma rhFVIIl de quarta geracao Faselell
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Desenvolvimento da Industria Nacional de Biofarmacos e a Produg¢ao de rhFVIIi

Nos ultimos anos, mais de 100 drogas produzidas por biotecnologia foram aprovadas
para uso clinico, o que gerou um mercado de 50 bilhdes de ddélares em 2005. Estima-se a
existéncia mundial de mais de 4.000 companhias de biotecnologia e de mais de 400 novas
drogas biotecnoldgicas em fase de estudos clinicos.

A industria de biofarmacos nacional é incipiente. Embora identificada como area
estratégica a ser apoiada, ndo existe nenhuma iniciativa de grande porte no sentido de instalar
uma inddstria nacional forte e competitiva na drea de biotecnologia voltada para a saude
humana. Iniciativas isoladas, localizadas nas Universidades e nos Institutos de Pesquisa,
existem ha mais de uma década, mas ndo se tem noticia de que alguma foi efetivamente bem-
sucedida e transferida para o setor produtivo.

Com relacdo ao desenvolvimento de rhFVIII, o cendrio ndo é diferente.

Experiéncia do Hemocentro de Ribeirao Preto no desenvolvimento de um fator
VIIl recombinante

O Hemocentro de Ribeirdo Preto, ligado ao Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universifddefd@(Sad Paulo, possui, desde 1998, uma linha de
P&D voltada especificamente para o desenvolvimento de fatores da coagulagdo humana
produzidos por técnicas do DNA recombinante.

O ciclo tecnolégico completo para a producdo de uma proteina recombinante envolve,
de maneira geral, 4 etapas:

1. Clonagem e construgdo de molécula recombinante;
Geracao de linhagens celulares geneticamente modificadas para expressar a proteina
de interesse em niveis elevados;

3. Adaptacao das linhagens geradas para o cultivo em biorreatores de perfil industrial;

4. Purificacdo e formulacdo das proteinas produzidas para o uso desejado.

Destas quatro etapas, o Hemocentro de Ribeirdo Preto completou integralmente as trés
primeiras e, no momento, procura parceiros qualificados para o desenvolvimento da etapa
de nimero quatro. Segue um breve relato dos objetivos alcancados pelo Hemocentro em
cada uma das etapas apontadas.

Etapa 1 — Construgdo das moléculas de DNA recombinante contendo os genes dos fatores
VIl e IX.
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Até o momento foram geradas mais de duas dezenas de moléculas de DNA
recombinante contendo genes integros ou modificados dos fatores VIl e IX da coagulagao.
Estas moléculas foram inseridas em vetores apropriados (virais e ndo-virais) que, na
sequéncia, foram usados para transfectar células de mamiferos (humanos e ndo-humanos)
para se testar a efetividade da expressao proteica dos respectivos fatores.

Etapa 2 — Geracao de linhagens celulares produtoras dos fatores recombinantes da
coagulacao

Nesta etapa, células de mamiferos ndo-humanos (CHO) e humanos (HepG2, SkHep,
HEK293, HEK293T e Hepal-6) foram transfectadas com os vetores produzidos na etapa 1 para
a geracao de linhagens celulares recombinantes produtoras dos fatores VIl e IX da coagulagao.

Foram geradas mais de 40 linhagens celulares que foram avaliadas quanto a
capacidade produtiva dos fatores VIl e IX. As linhagens mais produtivas foram selecionadas
para a fase 3. Para o fator VI, a linhagem mais produtiva foi uma SkHep modificada com um
cassete de expressdo que continha o gene do fator VIll sem o dominio B e sob o controle de
um promotor do citomegalovirus (SkHepCMVFVIIIBdel).

Etapa 3 — Adaptacdo da linhagem SkHepFVIIIBdel para o crescimento em biorreatores de 2

A linhagem SkHepCMVFVIIIBdeI,@é@c@%&Q—p%f apresentar elevada expressao do FVIII

em cultivo estatico (garrafas de cultura) e em aderéncia ao plastico, foi submetida ao processo

litros

de adaptacdo para crescimento em suspensdo em biorreatores com capacidade de 2 litros. No
final do processo, obteve-se uma linhagem adaptada com capacidade de producdo de 2,5
UIFVIII/10E6/24horas. Este fator foi parcialmente purificado, caracterizado funcionalmente e
testado em termos de efetividade em camundongos hemofilicos A, mostrando-se tdo efetivo
guanto o FVIII derivado do plasma no controle dos sangramentos induzidos nestes animais. Na
figura 6, podemos observar dois tipos de biorreatores que estdo sendo usados para a
produgdo dos fatores recombinantes VIl e IX da coagulagao.

Biorreator Celligen 2L Biorreator tipo Spinner 500mL
Marca New Brunswick Marca Wheaton
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Figura 6. Biorreatores usados no Hemocentro de RP para a producdo dos fatores
recombinantes VIl e IX.

Etapa 4 — Purificacdo e formulacdo do FVIII recombinante produzido

No momento, possuimos capacidade de producdo de 5 a 10 litros de perfusato de cultivo
contendo FVIII recombinante na concentracdo de 2500 Ul/L. A proxima etapa envolve a
purificacdo deste produto em condicdes GMP para a geracdo de lotes que possam ser
empregados em estudos clinicos de fase |. O parceiro ideal para esta empreitada seria o
Instituto Butantan que possui experiéncia na formulacdo de proteinas para uso terapéutico.

Avaliagao Critica do Processo e do Produto gerado

O fator VIII recombinante produzido no Hemocentro de Ribeirdo Preto apresenta
vantagens competitivas em relacdo aos produtos similares disponiveis no mercado:

1. E produzido em células humanas ao contrario dos demais que sdo produzidos em
células de Hamster.
O padrao de glicosilacdo e de processamento da proteina gerada em células humanas é
semelhante a sofrida pela proteina nativa o que ndo ocorre com as proteinas

produzidas em células CHO e BHAN EXO 2

2. As células humanas usadas na producdo (SkHep) também produzem o fator de von
Willebrand que é o fator estabilizador natural do FVIII em circulagdo. Esta caracteristica

confere ao rhFVIIl produzido no Hemocentro maior estabilidade durante o processo
produtivo.

3. A quantidade de fator VIl recombinante obtido por mL/10E6 células/24h é elevada (2,5
Ul) em relagdo ao descrito na literatura. Esta produtividade elevada permitird
otimizagdo do processo produtivo com economia e maior rendimento. A guisa de
exemplo, com um biorreator de com capacidade de producdo de 1.000 L de
sobrenadante/dia operando em ciclos de 80 dias (3 ciclos ao ano) poderia ser
produzido 200 milhdes de Ul FVIII por ciclo ou 600 milhdes de Ul FVIII por ano, o que
significaria que um Unico biorreator de 1.000 litros com capacidade de produzir 1000L
de sobrenadante/dia (considerando um biorreator pequeno) produziria 0 montante de
fator VIl suficiente para atender todos os hemofilicos A brasileiros no nivel de 3 Ul per
capita (vide tabela 1), ou seja, no nivel capaz de produzir independéncia funcional.

O investimento necessdrio para colocar uma unidade produtora de recombinantes de
grande porte (Biorreatores de 6.000 a 10.000 L) em funcionamento situa-se em torno de 60
milhdes de ddélares o que representa apenas 10% do que esta sendo investido na fabrica da
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Hemobras. Uma planta desse porte atenderia toda a demanda nacional e transformaria o pais
em exportador de fator VIII de quarta geracdo com nitida vantagem competitiva sobre os
concorrentes multinacionais.

Em conclusdo, este relatério confidencial apresenta informacgdes criticas a respeito da
situacdo atual e futura da producdo de fator VIII da coagulacdo no Brasil. Nele sdo apontadas
claramente as deficiéncias do planejamento atual e as possiveis rotas de equacionamento do
problema no médio e longo prazo. O Hemocentro de Ribeirdo Preto desenvolveu e domina
parte critica da tecnologia de producdo de fatores recombinantes da coagulacdo. Este
desenvolvimento tecnoldgico esta disponivel para o Governo do Brasil que podera apoia-lo e
iniciar o desenvolvimento de um polo pioneiro para producdo de biofarmacos que terdo papel
central na saude do século XXI.
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