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RESUMO

Os concentrados de factor VIIl:C têm sido utilizados desde os anos sessenta no tratamento da Hemofilia A,
inicialmente na fonna de crioprecipitados e mais tarde na de concentrados liofihizados. A constatação do elevado
risco de transmissão de doenças virais por estes concentrados, levou ao desenvolvimento de vários métodos de
inactivação viral destes pmdutos. Referem-se os métodos actualmente existentes, considerando o grau de
segurança que oferecem, discutindo-se as perspectivas actuais e futuras da terapêutica desta patologia.

RESUMO

Safety In hemophilia treatmentíVírus Inactivation with FVTII: C concentrates

In the lastthirty years, factor VIII concentrates have been the mainstay of hemophilia treatment, first as wet
crioprecipitate and later as dry concentrates comercially available. The evidence of a high risk of blood-born vinis
transmission by these products provoked the development of new methods for virus inactivation. We report these
methods with special attention to their safety, and mention the new perspectives of treatment with recombinant
DNA FVIII:C and ultimately by gene insertion therapy.

INTRODUÇÃO
A Hemofilia é uma doença conhecida desde a Antiguidade,

contudo só nos últimos 40 anos se evoluiu significativamente na
sua terapêutica.

Em 1947K. M. Brinkhous’ descobre que ahemofiliaé causada
pela deficiência de uma proteína plasmática, facto que sugeriu a
utilização terapêutica do plasma no tratamento desta doença.
Este foi sem dúvida um passo importante que veio permitir um
controlo efectivo de muitas situações, embora as reacções trans
fusionais graves, e a sobrecarga de volume, complicassem ou
impossibilitassem muitas vezes uma terapia eficaz.

Em 1965 Judith Pool23 verificou que o plasma utilizado após
congelação e descongelação era menos activo que o plasma
fresco. Este facto conduziu-a a numerosos estudos, vindo a
concluir que grande parte do Factor Anti-Hemofílico ficava na
pequena porção de precipitado que se formava durante a descon
gelação. Esta técnica (crioprecipitação) veio permitir uma grande
concentração de Factor VI1I:C num pequeno volume, conseguin
do-se uma melhoria dos resultados alcançados. Assim nos últimos
anos da década de 60, o tratamento da hemofilia é já feito
predominantemente com crioprecipitados obtidos a partir de
plasma fresco congelado.

Concentrados de FVIII:C - A crioprecipitação é ainda hoje
utilizada como primeiro passo na produção da maioria dos
concentrados de FVIlI:C~6, mas desde o final dos anos sessenta,
têm-se desenvolvido vários métodos com vista à obtenção de
produtos cada vez mais puros e por consequência mais
inócuos7’2.

Mais recentemente, foram introduzidos no mercado, concen
trados de FVIII:C em que se utilizam colunas de imunoadsorção
específica, (com anticorpos monoclonais anti-factor de von
Willebrand, ou anti-factor VllI:C) para purificação e concentra
ção do factor a partir do crioprecipitado, obtendo-se um produto
virtualmente puro’ ~.

Os diversos concentrados produzidos por técnicas convencio
nais podem ser divididos em 3 grupos, de acordo com a concen

tração de FVIII:C, a actividade específica, e a razão FVIII:C/
Fibrogénio’2, podendo englobar-se num quarto grupo os produ
tos purificados com colunas de anticorpos monoclonais. (Quadro
1).

QUADRO 1

Crioprecipitados

Concentração
Activ. especifica<
Razão FVII:CYFib.<

Concentrados parcialmente purificados

4-6 Ul FVlll:C/ml
0,5 Ul FVlll:Ctmg Prot.
0,8 Ul FVIll:C/mg Fib.

30-40 Ul FVlll:C/ml
0,5- lO Ul FVIII:cYmg Prot.
0,8 - 2 Ul FVIII:C/mg Fib.

50 Ul FVIII:C/ml
100 Ul FV1ll:C/mg Prot.
3 Ul FVllI:C/mg Fib.

50-150 vezes a concentração
plasmática
2500 Ul FVIII:Cmg Pro(.
Sem fibnnogénio

Concentração
Activ. específica
Razão FVIII:CJFib.

Concentrados altamente purificados

Concentração>
Activ. específica>
Razão FVIII:Cl Fib>

1’. AC. Monoclonais

Concentração

Activ. específica
Razão FVIII:C/Fib

* Antes da Junção de albumina
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As diferenças relevantes entre os vários tipos de concentrados
de FVIII:C são: O valor da actividade específica (Unidades de
FVIII:C/mg de proteínas) e a razão FVIII:ClFibriogénio sendo o
valor elevado destes parâmetros que caracteriaza os concentra
dos altamente purificados’214.

Os concentrados de Factor VIII são habitualmente liofilizados
após a sua preparação o que permite uma fácil conservação e
administração. Este facto muito veio contribuir para o desenvol
vimento da terapêutica domiciliária do doente hemofflico, com
todas as vantagens que daí, advêm, sendo de realçar a melhoria
significativa da qualidade de vida, devido ao rápido controlo das
hemorragias, com consequente diminuição de sequelas, e maior
assiduidade nos estudos ou no trabalho.

A utilização dos concentrados comerciais de FVIII:C tornou-
se generalizada nos anos setenta. Contudo a sua preparação a
partir de lotes com grande número de unidades de plasma de
dadores diferentes, veio contribuir de um modo importante para
a disseminação de doenças virais entre a população Hemofílica,
com particular relevância para o Síndroma de Imunodeficiência
Adquirida’4.

O reconhecimento deste facto, fez despoletar em todo o Mundo
numerosos estudos, com vista à descoberta de um método, que
permitisse a inactivação dos vfrus potencialmente presentes nos
concentrados, sem contudo destruir significativamente os facto
res plasmáticos da coagulação’5’7.

Vários têm sido os métodos utilizados, havendo hoje no
mercado uma grande diversidade de produtos. Torna-se portanto,
cada vez mais necessário conhecer as características dos vários
concentrados, relativamente ao valor terapêutico e ao grau de
segurança que cada um ofer~e. (Quadro 2).

QUADRO 2

HIV HBV NANB

Calor Seco 60°C 30 h N/S* N/S N/S
68°C 72 h N/S* NIS N/S
80°C72h S~ S 5

Vapor Quente 60°C 10h S NIS S
1190 mbar

Suspensão de N-Heptano
60°C20g 5 N/S NIS

Solvente/Detergente 5 S 5

Pasteurização S 5 S

Puiif. Ac. Monoclonais 5 5 S

4NIS - Não seguro (Existência de casos publicados de transmissão de
doença em que os produtos foram implicados. *~ 5- Seguro (Existência de
estudos que demonstraram ausência de sero-conversão. Nalguns casos o
número de doentes seguidos poderá não ser suficientemente grande.

Assim entre os diversos processos de inactivação utilizados
temos:

Aquecimento por calor seco - Processa-se por aquecimento
dos concentrados já liofilizados na embalagem final.

Dos estudos efectuados em 1984 por J.S.Mc Dougal e outros
a pedido daNational HemophiliaFoundation Medical and Scien
tific AdvisorCouncil mostraram a susceptibilidade do HTLV-lII
ao calor, quer nos concentrados liofilizados, embora neste caso
o processo de inactivação fosse mais lento’4.

A utilização deste método, embora útil na redução significati
va da transmissão de doenças virais, não se revelou totalmente
eficaz’820, tendo sido aumentados posteriormente quer a tempe
ratura, quer o tempo de duração do processo.

Actualmente consideram-se seguros os produtos aquecidos a
80°C durante 72 horas2123.

Aquecimento em suspensão - A suspensão dos concentrados
em N-Heptano permite uma melhor propagação do calor dimi
nuindo o tempo e a temperatura necessários à inactivação viral.
Neste processo utiliza-se habitualmente uma temperatura de 60°
C durante 20 horas.

Este método é considerado seguro para o vírüs da imunodefi
ciência dos vírus causadores de hepatite23-24.

Pasteurização - Este processo, (aquecimento em fase líquida
durante 10 horas a 60°C) é utilizado na produção da Albumina,
produto que se tem mostrado isento de transmissão de doenças
virais, contudo os estabilizadores utilizados na produção da
albumina, não são apropriados à produção de factores da coagu
lação.

Foi a utilização da glicina 2M e da sucrose a 60% como
estabilizadores que veio permitir a pasteurização dos concentra
dos de FVIII:C. No entanto o rendimento deste processo é
bastante baixo, o que torna caro25.

Este método é considerado seguro quer para o HIV quer para
os vírus da hepatite B e provavelmente para as formas de não A
e não B 11 ,23.25.26~

Aquecimento em vapor - O aquecimento do produto decorre
em ambiente fechado, numa atmosfera desprovida de oxigénio e
sob um gás protector. A pressão, a temperatura e o tempo variam
de acordo com as proteínas em causa, sendo para o FVCIII:C
utilizada uma pressão de 1190 mbar e uma temperatura de 60° C
durante 10 horas.

Este método parece ser eficaz na inactivação do HIV, mas
apenas reduz a infecciosidade do HBV23’27’28.
É um processo relativamente económico sendo o seu rendi

mento considerado bom.

Método solvente-detergente - Este método baseia-se na
possibilidade de se destruir, com uma mistura solvente - deter
gente a cápsula lipídica que envolve a grande maioria dos vírus
patogénicos para o homem, nomeadamente o HIV e o HBV29.

Esta tecnologia desenvolvida por Horowitz, consiste em adi
cionar ao crioprecipitado um solvente, o TNBP (tri-n-butyl
phosphato) juntando-se como detergente quer o Tween 80, o
Triton x-100 ou o Sodium cholate durante 6 h a 30° C20.

Este processo é eficaz como inactivador viral e com óptimo
rendimento, sendo por isso actualmente bastante utilizado. Contudo
esta técnica não poderá inactivar virus desprovidos de cápsula
lipídica, embora se pense não serem, na sua maioria, patogénicos
para o homem.

Este método é considerado seguro em relação ao HIV e ao HBV
e provavelmente para outros vírus causadores de hepatite”23’~.

Imunoadsorção (AC Monoclonais) - Nos últimos anos apa
receram no mercado produtos que utilizam técnicas de produção
completamente distintas das tradicionais e que introduziram
melhorias significativas quer na pureza do produto quer na
segurança que oferecem relativamente à transmissão de doenças
virais”2331.

Nestas técnicas de imunoadsorção~1 utilizam-se anticorpos
anti-FVIII ou anti-factor von Willebrand, ligados a uma coluna
sólida por onde passa o crioprecipitado. O FVIII:C é posterior-
mente libertado por eluição3’.

A imunoadsorção é simultaneamente um método de concen
tração e purificação considerando-se também eficaz na remoção
viral. No entanto qualquer dos produtos existentes no mercado
utiliza adicionalmente outros métodos de inactivação viral como
calor ou solvente-detergente”.

Estes produtos consideram-se seguros relativamente à inacti
vação viral, sendo os concentrados assim obtidos quase despro
vidos de proteínas estranhas, o que se presume ter influência
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favorável pela menor estimulação do sistema imunitário dos
doentes32’33’40”.

FactorFVffl:C recombinante - O FVIII:C é uma proteína de
importância primordial na cascata da coagulação. Contudo a sua
concentração plasmática é extremamente baixa, correspondendo
apenas a 300 g, uma produção de 500 milhões de unidades34.

Estas características tornam a molécula do FVIII:C um alvo
importante para a sua produção pela tecnologia de DNA recom
binante.

Em 1984, foi possível pela primeira vez a clonagem do gene do
FVIII:C e a sua expressão iii vitro3537, abrindo assim novos
horizontes na terapêutica da hemofilia, quer relativamente à
perspectiva de produção de um produto isento de transmissão de
doenças virais, quer à obtenção de uma fonte inesgotável do
produto.

Os ensaios pré-licenciamento efectuados nos últimos anos
com os vários produtos existentes, mostraram que o FVIII
recombinante é uma alternativa segura e eficaz, relativamente
aos concentrados tradicionais38’39.

CONCLUSÃO

A opão terapêutica da hemofilia em 1992, não é tarefa fácil,já
que para além dos padrões de segurança, não se podem ignorar
outros como o custo/benefício e a eventual escassez de plasma.

Se fosse pretendido apenas eliminar o risco de transmissão do
vírus da SIDA, qualquer dos produtos inactivados pelos preces
sos descritos parece ser eficaz. Contudo, não devemos ignorar
outros vfrus, nomeadamente os causadores de hepatite para os
quais os métodos de pasteurização, solvente-detergente e a
imunoadsorção com colunas de anticorpos monoclonais se reve
laram seguros.

O impacto negativo da contaminação proteíca dos concentra
dos tradicionais no sistema imunitário do indivíduo é um facto
comprovado, sendo por isso de admitir que num futuro próximo
os concentrados de FVIII com actividade específica elevada,
nomeadamente os que utilizam colunas de cromatografia na sua
purificação, e os recombinantes, sejam os recomendados.

A terapêutica génica, e eventual cura da doença, éjá hoje uma
hipótese provável, sendo de admitir que na próxima década ela
possa vir a ser uma realidade, tornando obsoleto este tipo de
considerações.
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