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Introducao

ESDE sua fundagao, pelo monge Johann (Gregor) Mendel no século XIX,

aos dias de hoje, a genética evoluiu extraordinariamente e conquistou

um lugar de destaque entre as ciéncias. Ha dez anos foi completado o
sequenciamento do genoma humano (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001),
um feito grandioso que promete acelerar o progresso da biologia e da medicina
do século XXI.

A medicina moderna acrescenta, a cada dia, descobertas importantes em areas
de investiga¢ao destinadas ao desenvolvimento de novos paradigmas de tratamento
para doengas ainda incuraveis. Entre elas, a expectativa de curar doengas genéticas re-
pousa sobre a identificagdo de genes responsaveis por sua patogénese ¢ sobre o avan-
¢o das tecnologias de DNA recombinante, ou “engenharia genética”, que permitem
a manipulagdo do genoma de forma cada vez mais eficiente e segura (Watson et al.,
2006). Em paralelo, a determinagio de fatores genéticos de suscetibilidade a certas
doengas, seu curso e suas manifestagoes clinicas (NCBI, 2009), bem como o enor-
me avango na compreensio da biologia celular e molecular de eventos patologicos
fundamentais, tais como processos in amatoérios, disttrbios de proliferagio e morte
celular programada (Coleman & Tsongalis, 2009 ), aumentam a expectativa de que a
manipulagio do genoma possa vir a ser aplicada a uma ampla gama de doengas.

Essa ¢ uma area ainda incipiente da medicina, praticada especialmente nos
laboratérios de pesquisa fundamental, e sua aplicagdo ainda é estritamente ex-
perimental. Ja ha nessa drea produtos comerciais aprovados para uso médico
(Pearson et al., 2004), mas a expectativa dos cientistas, bem como da indastria
farmacéutica e de biotecnologia, ¢ de que a liberagdo de protocolos de mani-
pulagdo do genoma para a pratica médica e o respectivo mercado de biolégicos
deverao avangar cautelosamente ao longo dos proximos 5-10 anos, ainda assim
englobando um ntimero restrito de aplicagoes.

Ja em 1990, entretanto, uma equipe médica norte-americana tinha inse-
rido um gene sadio no organismo de uma menina doente ¢ a crianga melhorou
apos esse tratamento. Comegara uma nova era. A era da terapia génica (ou tera-
pia genética), ou seja, o procedimento destinado a introduzir em um organismo,
com o uso de técnicas de DNA recombinante, genes sadios (nesse contexto
denominados “genes terapéuticos”) para substituir, manipular ou suplementar
genes inativos ou disfuncionais (Linden, 2008).
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Primérdios da terapia génica

A partir da década de 1940, a genética tomou grande impulso, e desco-
bertas sobre a natureza, composi¢ao quimica e as propriedades do material ge-
nético, bem como as primeiras manipulagoes do DNA de bactérias, comegaram
a gerar expectativas de novos avangos terapeuticos.

Em meados da década de 1960, comegou a especulagio sobre a possibi-
lidade de utilizar virus para transferir genes a seres humanos doentes e curar
doengas genéticas (Friedmann, 1997). Ja naquela época, considerava-se tanto
que os proprios genes de certos virus pudessem fazer efeito quanto que fosse
possivel inserir genes humanos sadios em virus para que esses os transferissem
ao paciente. Entretanto, foi s6 no inicio da década seguinte que Paul Berg con-
seguiu de fato manipular uma molécula de DNA (Jackson et al., 1972), criando
a tecnologia do DNA recombinante.

Duas tentativas iniciais de aplicar na pratica clinica o conceito de terapia
génica fracassaram, uma delas por se apoiar em uma premissa sobre propriedades
de um virus, a qual, mais tarde, se mostrou falsa (Rogers, 1952; Rogers & Rous,
1951; Andrewes, 1966; Friedman, 2001; Scaglia & Lee, 2006); outra, embora
tecnicamente justificavel e ja utilizando metodologias de DNA recombinante,
foi maculada por grave deslize ético (Mercola & Cline, 1980). Mas, em 1989,
um novo teste, feito de acordo com as regras vigentes na época, restabeleceu
expectativas positivas nessa area de pesquisa.

A paciente tratada em 1989 era uma menina de quatro anos de idade in-
capaz de levar uma vida normal, porque sofria de uma doenga genética causada
por deficiéncia da enzima adenosina desaminase (ADA), indispensavel para o
desenvolvimento do sistema imune. Vdrias mutagoes no gene que codifica a
enzima provocam deficiéncia de ADA, o que resulta em degeneragio das células
T do sistema imune (Buckley, 2004 ) e constitui uma das principais causas de sin-
drome de imunodeficiéncia combinada severa (SCID, do inglés severe combined
immunodeficiency). No caso em questao, a doenga é conhecida pela sigla SCID-
ADA. Criangas afetadas pelas diversas formas de SCID (ibidem) tém baixissima
resisténcia a infecgoes e, se ndo forem tratadas, morrem em geral antes dos seis
meses de idade. Sio conhecidas como “criangas da bolha”, por necessitarem
de isolamento feito, frequentemente, por meio de compartimentos de plastico
transparente. O tratamento ¢ usualmente feito por reposi¢io da enzima através
de inje¢oes semanais. Naquele caso, depois de um periodo de um ano em que
houve relativo sucesso, no segundo ano de tratamento a crianga voltou a sofrer
infecgdes frequentes e desenvolveu uma alergia ao preparado da enzima usado
para injegoes. Os indicios eram de que a terapia de reposi¢do enzimadtica estava
falhando. O médico William French Anderson, da Universidade do Sul da Ca-
liférnia, obteve entdo autorizagio dos comités de ética para iniciar um teste de
terapia génica (Anderson et al., 1990).

A cada um ou dois meses, os pesquisadores retiravam células T do sangue
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de Ashanti, inseriam o gene da ADA, induziam a proliferacao dessas células no
laboratério e, entdo, devolviam as células tratadas para o sangue da paciente
(Culver et al., 1991). Depois de sete infusdes, houve uma pausa de seis meses,
e, a partir dai, as infusdes recomegaram até o tratamento completar dois anos.
Por seguranga, a menina continuou a receber as inje¢des semanais da enzima.
A terapia génica dessa paciente, bem como a realizada a partir de 1991 em uma
segunda paciente de nove anos de idade, teve resultados positivos. Houve me-
lhora clinica com uma redug¢io da quantidade de enzima que era necessario re-
por. Observou-se que os niveis da enzima no sangue das pacientes aumentaram
progressivamente com a terapia génica e se mantiveram estdveis no intervalo de
descanso de seis meses (Blaese et al., 1995; Mullen et al., 1996). Finalmente,
doze anos apods terminarem as infusoes, época em que foi feita uma reavaliagio
dos dois casos, grandes nimeros de células T continuaram expressando o gene
terapéutico no sangue da primeira paciente, cujo tratamento foi mais bem-suce-
dido do que o da segunda (Muul et al., 2003).

Deve-se assinalar que ainda hd questoes técnicas relacionadas a esse es-
tudo, que nao permitem considerd-lo um completo sucesso clinico. Como as
criangas continuaram a receber reposigao da enzima, embora em doses menores,
hd davida sobre o quanto a terapia génica terd de fato contribuido para que, por
exemplo, a primeira paciente esteja hoje, aos 24 anos de idade, saudavel e ativa.
No entanto, a partir das observagoes feitas ao longo do tratamento dessas duas
primeiras pacientes, a terapia génica para SCID-ADA evoluiu e hoje é conside-
rada um sucesso clinico (Aiuti et al., 2009; Kohn & Candotti, 2009). Mesmo
incipiente, o estudo iniciado em 1989, que obteve pelo menos alguns resultados
positivos observando os requisitos éticos, ¢ um marco na histéria da terapia gé-
nica e inspirou o crescimento subsequente dessa area de investigagao cientifica.

Modalidades de terapia génica

A ideia de usar as técnicas de DNA recombinante para corrigir o genoma
foi inspirada nas doengas causadas por muta¢io em um tnico gene (ditas do-
engas monogénicas). Nesse caso, a ideia ¢ substituir ou suplementar a expres-
sdo do gene disfuncional, mediante a inser¢io de uma ou mais copias do gene
terapéutico (Porteus et al., 2006; O’Connor & Crystal, 2006; Brinkman et al.,
2006). O tratamento da SCID-ADA representa uma aplicagio bem-sucedida
dessa ideia.

Mas as doengas monogénicas ndo sio o unico alvo da terapia génica (Figu-
ra 1). A medicina moderna luta contra muitas doengas complexas, cujas causas
primarias ainda ndo sio conhecidas e para as quais hd, na melhor das hipoteses,
apenas tratamentos paliativos. Em certos casos, ¢ possivel planejar uma inter-
veng¢iao por meio de terapia génica, visando reduzir ou evitar a progressio da
doenga. A interven¢dao pode ser baseada no conhecimento de determinantes
genéticos de suscetibilidade ou gravidade, ou na oportunidade de alterar me-
canismos fundamentais ou a fisiologia das células, dos 6rgaos ou sistemas afeta-
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dos pelas doengas (Cardone, 2007; Flotte, 2007). As principais estratégias sio
aumentar a resisténcia celular, estimular sistemas de reparo ou regeneragio, ou
ainda recompor caracteristicas funcionais especificas de determinados sistemas
organicos, mediante modula¢io de genes nio necessariamente associados a cau-
sa da doenga (Bagley et al., 2008; Lundberg et al., 2008). Ja no caso de tumores,
o principal objetivo ¢ a indugao de morte celular seletiva em populagoes celula-
res proliferativas (Bauzon & Hermiston, 2008; Cattaneo et al., 2008; Ribacka
etal., 2008).

Finalmente, ha uma forma peculiar de terapia génica denominada vacina
de DNA. Nessa, ao invés da utilizagdo de uma proteina ou um virus completo
inativado, como se faz nas vacinas convencionais, o paciente recebe o gene que
codifica uma proteina tipica do agente agressor. Dessa forma, o organismo do
paciente passara a fabricar permanentemente a proteina exégena, estimulando
seu proprio sistema imune. Essas vacinas podem ter finalidade preventiva, de
forma semelhante as vacinas classicas, ou curativa, levando o sistema imune a
atacar os agentes agressores ja instalados no organismo (Atkins et al., 2008,
Sykes, 2008; Silva et al., 2009).

MODlFlCACﬂO DIRETA DO ‘ TRATAMENTO lNDIRE'TO DA IMUNOTER_ﬁPIA‘POR
GENE CAUSADOR DA DOENGA PATOLOGIA ATRAVES DA MODULACAO GENICA
MODULAGAO GENICA (VACINAS DE DNA)
DOENCAS HEREDITARIAS DOENGCAS COMPLEXAS/ MICROORGANISMOS OU
MONOGENICAS MULTIFATORIAIS/ADQUIRIDAS CELULAS PATOGENICAS
(ex. HEMOFILIA, (ex. AIDS, DOENCA DE (ex. CANCER, DOENCAS
DOENCAS METABOLICAS) PARKINSON) INFECCIOSAS)

Figura 1 — Modalidades principais de terapia génica.

Terapia celular, células-tronco e terapia génica

As células-tronco sdo, atualmente, o principal assunto de natureza médica
na midia. Ao mesmo tempo, criou-se certa confusio entre células-tronco, tera-
pias celulares e terapias genéticas. Nas chamadas terapias celulares, empregam-se
células inteiras para tratar uma doenga, com base nas propriedades regenerativas
de células-tronco ou em outros efeitos, a maior parte dos quais ainda nao ex-
plicados, das células transplantadas. O exemplo classico, cuja fundamentagio ¢é
bem conhecida, é o de leucemias, mas hd expectativa de que muitas classes de
doengas possam vir a ser tratadas com emprego de terapias celulares nos proxi-
mos anos (Torrente & Polli, 2008; Gribben, 2008; Einstein & Ben-Hur, 2008;
Reftelmann et al., 2008).

No presente contexto, ¢ importante frisar que terapias celulares nao envol-
vem necessariamente modificacio genética. J4 as terapias génicas sio baseadas
na introdugao ou modificagao de genes. Isso pode ser feito diretamente 7 vivo,
sem o auxilio de células inteiras do proprio paciente ou de doadores.
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Ou seja, terapia genica e terapia celular sao dois conceitos distintos. En-
tretanto, hd métodos que combinam as duas técnicas. Um exemplo de combi-
na¢ido de terapia génica com terapia celular foi, novamente, o procedimento ex
Vivo que inaugurou a terapia génica, e que foi descrito antes. Novas tecnologias
de terapia génica para a SCID-ADA sdo baseadas na manipula¢io genética de
células-tronco de medula 6ssea, em lugar das células T empregadas nos primei-
ros estudos (Aiuti et al., 2009). Portanto, em certas circunstancias, podem-se
utilizar células como veiculo para introduzir o gene terapéutico. Mas sdo a intro-
dugdo do gene e o uso das tecnologias de DNA recombinante que caracterizam
o tratamento como terapia genica.

Vetores para terapia génica

A base da terapia génica consiste na introdug¢io de genes em células. Po-
rém, a entrada de DNA puro através da membrana plasmatica de células eucario-
ticas ¢ extremamente rara (Vellai & Vida, 1999). Essa dificuldade ¢, naturalmen-
te, benéfica para o organismo, pois dificulta altera¢oes espurias do metabolismo
celular e até mesmo transformagodes semelhantes as que se observam na evolugio
das espécies.

Por conseguinte, de modo geral, hd necessidade de um carreador que faci-
lite a entrada do DNA nas c¢lulas vivas. Esse veiculo ¢ denominado “vetor”. Ha
trés classes principais de vetores atualmente em desenvolvimento: plasmideos,
vetores virais ¢ vetores nanoestruturados.

Plasmideos

Os plasmideos siao sequéncias de DNA relativamente simples, porém efi-
cazes para expressio de genes, nas quais ¢ possivel inserir um gene terapéutico
por técnicas de DNA recombinante (Voss, 2007; Clanchy & Williams, 2008; Gill
et al., 2009). Mas, para vencer a resisténcia das células a introdugao de plasmi-
deos, é preciso fragilizar a membrana celular, o que pode ser obtido por diversos
métodos, como o emprego de choques elétricos ou substincias que fragilizam
quimicamente a membrana celular (Dass, 2004; Cemazar & Sersa, 2007; Favard
et al., 2007; Wu & Lu, 2007). Outra alternativa consiste em aplicar uma grande
quantidade de plasmideos nas vizinhang¢as das células, de modo que, mesmo
com eficiéncia muito baixa, uma pequena fragdo que seja capaz de cruzar a
membrana ja produza efeitos, ou ainda injetar rapidamente um grande volume
de solu¢ao contendo plasmideos (Herweijer & Woltt, 2007).

Essas técnicas sdo, entretanto, muito limitadas. Por exemplo, é improvavel
seu uso para introduzir genes em 6rgdos de dificil acesso, como o cérebro. As-
sim, o emprego de vetores plasmidiais é limitado a algumas circunstincias, tais
como sua introdug¢io por inje¢ao intramuscular, como no caso das vacinas de
DNA ou no musculo cardiaco, ou ainda em estudos experimentais em animais.
Outrossim, essa tecnologia pode ter aplicagdes importantes, por exemplo, para
introduzir o gene sadio em células isoladas ¢ combinar terapia génica com tera-
pia celular.
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Figura 2 — Construgio de um vetor viral para terapia génica. A figura ilustra, como exem-
plo, o virus adenoassociado, cujo material genético é uma fita simples de
DNA. Na parte de cima ¢ esquematizado um virus visto por fora ¢ por dentro,
em um corte que mostra a localizagaio do DNA viral. Esse DNA contém vdrios
genes necessarios para o ciclo de vida do virus, isto é, sua multiplicagio e re-
composi¢do no interior das células. Mas, para usar como vetor, o DNA das re-
gioes terminais, marcadas com a sigla ITR, ¢é o suficiente. O processo consiste
em substituir os genes virais pelo gene terapéutico, usando as tecnologias de
DNA recombinante. Assim se produz o componente essencial do vetor viral.
Entretanto, como o DNA nu nio entra com facilidade nas células, é preciso
recompor um virus parecido com o ilustrado no canto superior esquerdo des-
ta figura ¢ em grandes quantidades, como ilustrado na Figura 3. Reproduzido
de Linden (2008), com permissio dos editores.

Vetores virais

Em contraposi¢io a resisténcia da membrana celular a entrada espontinea
de DNA em uma célula, os virus sio micro-organismos especializados exata-
mente em invadir células e nelas introduzir material genético. Contém acido
nucleico (DNA ou RNA) cercado por uma capa de proteina e, em alguns casos,
de um envelope adicional de proteina e lipideos e seu ciclo de vida implica libe-
racao do acido nucleico viral na célula hospedeira. Essa propriedade é explorada
para introduzir genes terapéuticos nas células, por meio de tecnologias de DNA
recombinante.

Alguns vetores sio derivados de adenovirus. Essa familia inclui quase 50
tipos distintos de virus que causam, por exemplo, faringites ou conjuntivites. In-
tec¢oes por adenovirus sao muito comuns, e, por isso, a maior parte da popula-
¢a0 possui anticorpos contra um ou mais tipos dessa familia de virus. Outros s3o
da familia dos retrovirus, que inclui o HTLV causador de um tipo de leucemia e
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o HIV causador da Aids, que pertence a subfamilia dos lentivirus, os quais vém
sendo muito estudados como fonte de vetores para terapia génica. Ainda outros
vetores sdo derivados de virus da familia dos adenovirus-associados, que nao sao
patogénicos para seres humanos.

O principio da produgdo de vetores de origem viral para terapia génica
(figuras 2 e 3) consiste em remover os genes envolvidos nos mecanismos pato-
génicos e de proliferagio viral, mantendo apenas o necessario para invasio das
células sem multiplicagdo, seguida da inser¢io de um gene terapéutico no que
resta do DNA viral (Machida, 2002). A remogio de genes que conferem o cari-
ter patogénico ¢ a multiplicagio permite, por exemplo, que um virus da mesma
subfamilia do perigoso HIV possa dar origem a um vetor viral til para terapia
génica.

ITR gene terapéutico ITR .
AAAAAAAAAAAAAAR AR AAI AR ASSARAAAIAI DD S AP IIIIAmasmanmrery DNA do vetor viral

<

genes auxiliares DNA do vetor viral

cultura — -
de
células # @
produtoras .: s .&
o®e ®e

vetor viral contendo

gene terapéutico,
purificacao purificado e pronto
para uso

Figura 3 — Produ¢do em massa de vetores virais para terapia génica. A figura, mais uma
vez, usa como exemplo um vetor derivado de virus adenoassociado. O DNA
do vetor viral foi construido conforme mostrado na Figura 2. Esse DNA ¢
introduzido por precipita¢io ou eletroporagdo em células produtoras, junto
com um plasmideo contendo genes auxiliares, os quais sdo necessarios para
empacotar o DNA do vetor dentro da estrutura de virus semelhantes aos ade-
noassociados originais. As células produtoras formam grandes quantidades de
vetores virais completos, juntamente com contaminantes, que sao removidos
em uma etapa de purificagdo, apds a qual conseguem-se trilhdes de particulas
virais contendo o gene terapéutico livre de impurezas. O vetor estd, assim,
pronto para uso. Reproduzida de Linden (2008), com permissao dos edito-
res.

Os vetores virais diferem entre si (Tabela 1). Uns sao mais eficientes, ou-

tros tém maior capacidade de veicular genes grandes. Alguns tém maior propen-
sdo a provocar reagoes in amatorias do que outros. Finalmente, alguns vetores,
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como os derivados de retrovirus, tém a propriedade de se integrar ao genoma
das células. Isso ¢ positivo quando se quer uma expressao permanente do gene
terapéutico, mas pode causar efeitos adversos graves.

Tabela 1 — Propriedades de diversos tipos de vetores virais ¢ ndo virais para terapia génica

Retrovirus | Lentivirus | Herpesvirus | Adenovirus Adenq- Plasmideo Nano-
associado estruturados
Provirus RNA RNA RNA DNA DNA DNA DNA ou RNA
Capacidade ~9kB ~ 10kB > 30 kB ~ 30 kB 4,6 kB ilimitado variavel
Integracéo no
genoma do sim sim sim néao rarissima | nao néao
receptor
Rearranjos do 4 ) ) ) ) ) )
transgene
Duracéo da Io’nga em
= células
expressdo do |longa longa transitoria | transitoria 6S-mit6- transitoria | transitoria
transgene P
ticas

Transdugéo de
células pos- - + +++ +++ ++ + +
mitéticas
Imunidade
preexistente néao nao sim sim sim nao nao
no receptor

muta- muta- leve
Efeitos génese génese resposta resposta resposta no ”
adversos insercio- |insercio- |inflamatéria |inflamatéria | inflama-

nal nal téria
Transmissao
em linhagem | -/+ + - - -/+ - ?
germinativa

Fonte: Modificada de Nathwani et al. (2005).

Vetores nanoestruturados

Outra forma de introduzir DNA em células esta sendo desenvolvida
a partir de preparados obtidos por técnicas avangadas de nanotecnologia
(Sanvicens & Marco, 2008). Af se incluem polimeros que formam verdadei-
ras redes que prendem um gene ¢ soltam sua carga quando penetram nas
células, bem como vesiculas de lipideos contendo o DNA, capazes de fundir
com a membrana das células, liberando seu contetido no interior destas tl-
timas.

Esses vetores podem ser enriquecidos com moléculas que ajudem a espe-
cificar em que tipos de células o contetido podera penetrar, ou ainda permitam
guiar ou transferir seletivamente os vetores de um compartimento para outro,
por exemplo, do sangue para o cérebro (Pardridge, 2005, 2007, Figura 4). Esta
ultima técnica ¢ importante, pois facilitara a terapia génica cerebral sem a neces-
sidade de uma neurocirurgia para introduzir o vetor, bastando inje¢oes endo-
Venosas.
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anticorpo do vetor reconhece e adere
a parede do vaso sanguineo cerebral

facilitando a
penetragao do
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liberado pelo vetor
nos neurénios

vetor é injetado
na circulagéo

e
X

gene terapéutico e

\l == anticorpo sdo adicionados
a vesicula lipidica
compondo o vetor

Figura 4 — Modelo de vetor ndo viral combinado com molécula de endere¢camento. A fi-
gura usa como exemplo um imunolipossomo para transdugdo génica cerebral
(Pardridge, 2005). Como a parede dos vasos sanguineos cerebrais ¢ muito
resistente a penetrag¢io de firmacos, incluindo o DNA, provenientes do san-
gue, o vetor ¢ composto de uma vesicula formada por lipideos, que contém
no seu interior o DNA com o gene terapéutico. Na superficie da vesicula, sio
inseridos anticorpos contra o receptor de transferrina que reconhecem esse
receptor na superficie de células da parede dos vasos sanguineos cerebrais e
de neurdnios. Assim, quando o vetor ¢ injetado na circula¢io, ele adere forte-
mente a parede dos vasos sanguineos cerebrais, o que facilita sua penetragio
no tecido cerebral e, consequentemente, a introdu¢io do gene terapéutico
nos neurdnios. Uma técnica como essa pode ser usada para enderegar vetores
para o destino adequado, com base na escolha do anticorpo inserido na su-
perficie do vetor, que deverd ser seletivo para vasos sanguineos do 6rgio a ser
tratado. Reproduzida de Linden (2008), com permissdo dos editores.

Ainda em outros casos, células modificadas pela introdugao de um gene
terapéutico podem ser encapsuladas em compartimentos produzidos a partir de
polimeros inertes e, depois, introduzidas no organismo. A vantagem dessa téc-
nica ¢ que as células podem produzir e secretar moléculas terapéuticas enquanto
ficam isoladas do sistema imune do paciente (Hauser et al., 2004; Lindvall &
Wahlberg, 2008). Portanto, as células encapsuladas nao precisam ser derivadas
do proprio paciente.

Terapia genica hoje

As terapias génicas sio procedimentos novos que ainda se encontram em
fase experimental. O conhecimento bdsico vem sendo adquirido em laboratérios

de pesquisa fundamental por meio de testes em modelos experimentais e ensaios
pré-clinicos. Esses estudos validam o potencial de eficicia de uma estratégia tera-
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péutica, bem como permitem detectar potenciais riscos a seres humanos, anteci-
pando modificagdes dos vetores ¢ outros componentes da estratégia terapéutica
que aumentem a seguranga para uso humano.

A pesquisa fundamental em terapia génica ¢ intensa e crescente no mundo.
A Figura 5 ilustra o crescimento continuo do volume de publica¢oes cientificas
nessa area. Nos tltimos trés anos, foram publicados, em média, cerca de 30 arti-
gos cientificos sobre assuntos relacionados a terapia génica por dia.
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Figura 5 — Frequéncia anual de publicagdo de artigos cientificos classificados sob o termo
significativo “terapia génica”, registrados na base de dados do National Center
for Biotechnology Information (PubMed), no periodo 1980-2009.

Como em outras areas de investigagdo de novos métodos terapéuticos, a
aprova¢ao de um produto ou processo de terapia génica depende da realizagao
de uma série de ensaios clinicos, que sdo classificados por fases. Inicia-se pela
chamada fase I, cujo objetivo ¢ testar a seguranga do procedimento e identificar
quaisquer efeitos adversos atribuidos ao novo produto ou método. Seguem-se
ensaios de fase II, III e IV que, progressivamente e sempre acompanhados de
vigilancia quanto a efeitos adversos, destinam-se a testar a eficicia do novo pro-
duto ou método em amostras crescentes de pacientes, frequentemente distribu-
idos em multiplos centros de pesquisa.

A realizagio desses ensaios clinicos de terapia génica depende de aprova-
¢do prévia por comités de ética locais e nacionais, como a Comissio Nacional
de Etica em Pesquisa (Conep) no Brasil ou a Food and Drug Administration
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(FDA) nos Estados Unidos. No caso de terapia génica, existe ainda no Brasil a
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) e nos Estados Unidos
um comité especifico do Instituto Nacional de Satde (NIH, do inglés National
Institutes of Health), chamado RAC (do inglés Recombinant DNA Advisory
Committee), que devem autorizar procedimentos envolvendo DNA recombi-
nante. No entanto, diferentemente dos Estados Unidos, ainda nao existe no
Brasil regulamenta¢io especifica sobre terapia génica, a qual precisa, urgente-
mente, ser elaborada tanto para evitar o uso inadequado das terapias quanto para
controlar a produg¢io e importac¢ao de insumos do exterior. No momento, resta
as autoridades sanitdrias aplicar normas consagradas no exterior para examinar
eventuais pedidos de licenga ou fiscalizar ensaios clinicos ¢ eventuais produtos
de terapia génica no pais.

Em todo o mundo, até junho de 2010 haviam sido compilados cerca de
1.650 ensaios clinicos em terapia génica na base de dados da revista Journal
of Gene Medicine (http://www.wiley.co.uk/genmed /clinical /). As figuras 6-11
ilustram os principais aspectos do estado atual da pesquisa clinica nessa drea.

Distribuicéo Geografica de Ensaios Clinicos de Terapia Génica
(por Pais) WiLEY

N USA 62,9% (n=1034)
Reino Unido 11,9% (n=195)
Alemanha 4,8% (n=79)
Suica 2,9% (n=48)
Franga 2,7% (n=44)
Australia 1,7% (n=28)
/ Holanda 1,6% (n=27)
/ Bélgica 1,5% (n=24)
4 Canadéa 1,3% (n=22)
\\ //

China 1,2% (n=19)
Outros paises 7,5% (n=124)

—
The Joumal of Gene Medicine, & 2010 John Wiley and Sons Ltd www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 6 — Distribui¢do geografica dos paises-sede de ensaios clinicos de terapia génica. Repro-
duzida da pagina do Journal of Gene Medicine, com permissio dos editores.

A distribui¢ao dos paises-sede de ensaios clinicos (Figura 6) correspon-
de, de modo geral, ao investimento feito na pesquisa fundamental em anos pre-
cedentes. Dentre os paises componentes do grupo “outros”, a base de dados
do JGM inclui um ensaio sediado no México ¢ nenhum na América do Sul. De
fato, dos 38 ensaios clinicos em andamento em paises da América do Sul iden-
tificados ao final de 2009 na base de dados do Instituto Nacional de Satde dos
EUA (www.clinicaltrials.gov), 37 constituem extensodes de ensaios sediados em
paises do Hemisfério Norte e apenas um, iniciado em 2009, ¢ de fato sediado na
América do Sul, especificamente no Brasil (ver adiante).
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Fases de Ensaios Clinicos de Terapia Génica

Fase | 60,5% (n=995)

Fase I/l 18,7% (n=308)
Fase Il 16,2% (n=267)

Fase II/lll 0,8% (n=13)
Fase lll 3,5% (n=57)

Fase IV 0,1% (n=2)

Paciente Individual 0,1% (n=2)

The Joumnal of Gene Medicine, 2010 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 7 — Fases dos ensaios clinicos registrados na base de dados do Journal of Gene Me-
dicine. Reproduzida com permissio dos editores.

A distribuigao em fases (Figura 7) re ete claramente o carater experimen-
tal da terapia génica. Para compara¢io, podem-se citar dados do conjunto dos
ensaios clinicos registrados na pagina clinicaltrials.gov. Dentre esses ensaios, que
incluem predominantemente firmacos e procedimentos clinicos e cirrgicos
convencionais, cerca de 45% sio de fase II e pouco mais de 30% sao de fase I1I.
Ja, como demonstrado no grafico da Figura 7, a maioria dos ensaios clinicos
em terapia génica ainda ndo passa da fase I e, até o momento, apenas cerca de
4% progrediram até as fases III e IV. Ainda assim, ha sinais de que a progressao
da terapia génica experimental no sentido da pratica médica estd se acelerando
(Figura 8).

A seguranga ainda é a principal barreira ao desenvolvimento da terapia
génica para a pratica médica. O principal entrave ¢ o fato de que os vetores nio
virais mais seguros disponiveis no momento siao ainda pouco eficientes ou tém
aplicagdo muito limitada, como ¢é o caso dos plasmideos discutidos antes. A alta
eficiéncia de transdug¢do de vetores virais torna estes tltimos os mais promissores
para aplicagao. Entretanto, alguns tipos, particularmente de vetores adenovirais
e retrovirais, os mais utilizados até hoje, produziram efeitos adversos, alguns
graves € mesmo fatais, e contribuiram fortemente para o bloqueio de muitos
estudos na fase I.

Naturalmente, 150 anos de pesquisa fundamental em farmacologia ofe-
recem uma base sélida, sobre a qual questdes de seguran¢a de medicamentos
convencionais sio frequentemente resolvidas nos laboratérios de pesquisa basica
ou em ensaios pré-clinicos consagrados e altamente preditivos. Ainda hd um
longo caminho a percorrer até que essa situagdo se torne rotina na pesquisa em
terapia génica.
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Figura 8 — Curvas cumulativas de evolu¢do dos ensaios clinicos das fases I e de fase III na
area de terapia génica, construidas a partir dos dados registrados na base de
dados do Journal of Gene Medicine. Enquanto os ensaios de fase I apresentam
crescimento linear, a curva em vermelho sugere uma aceleragio na evolugio
dos ensaios de fase 111 a partir de 2004. Notar que as escalas verticais para as
duas fases sdo distintas.

Indicagoes Clinicas de Ensaios Clinicos de Terapia Génica

Cancer 64,5% (n=1060)

Doengas cardiovasculares 8,7% (n=143)
Doengas monogénicas 8,2% (n=134)
Doencas infecciosas 8% (n=131)
Doengas neurolégicas 1,8% (n=30)
Doencas oculares 1,1% (n=18)

Outras doencas 2,4% (n=40)

Marcacao génica 3% (n=50)

Voluntarios sadios 2,3% (n=38)

The Joumal of Gene Medicine, ©® 2010 John Wiley and Sons Ltd www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 9 — Indicag¢des terapéuticas dos ensaios clinicos registrados na base de dados do
Journal of Gene Medicine. Reproduzida com permissio dos editores.

A distribuigdo dos ensaios clinicos por indicagdo terapéutica (Figura 9) cor-
robora um aspecto ja mencionado. Embora a terapia génica tenha sido concebida
originalmente com o objetivo de tratar doengas monogénicas, essas constituem
hoje o alvo de menos de 10% dos ensaios clinicos. A predominancia de cancer

EsTUDOS AVANCADOS 24 (70), 2010 43



pode ser explicada, em parte, pela maior facilidade de aprova¢io de ensaios clini-
cos baseados no uso compassionado de drogas ou terapias experimentais em pa-
cientes terminais, mas também pelo grande avan¢o no desenho de virus oncoliti-
cos (que destroem células tumorais) e terapias com genes suicidas (ver adiante).

Tipos de Genes Transferidos em Ensaios Clinicos de Terapia Génica @
WILEY

Antigeno 19,8% (n=325)

Citocina 18,4% (n=302)

Supressor de tumor 10,5% (n=173)
Fator de crescimento 7,7% (n=127)
Deficiéncia 7,2% (n=118)

Suicida 7,2% (n=118)

Receptor 5,8% (n=95)

Inibidor de replicagédo 4,1% (n=68)
Marcador 3% (n=50)

Outras categorias 12,9% (n=212)
Desconhecido 3,4% (n=56)

The Joumal of Gene Medicine, © 2010 John Wiley and Sons Lid www. wiley co.uk/genmed/clinical

Figura 10 — Classificagdao dos genes utilizados nos ensaios clinicos registrados no Journal
of Gene Medicine. Reproduzida com permissio dos editores.

Vetores Utilizados em Ensaios Clinicos de Terapia Génica

WILEY

Adenovirus 23,8% (n=400)
@ Retrovirus 20,5% (n=344)
@ DNA plasmidial/nu 17,7% (n=304)
@ Virus vaccinia 7,9% (n=133)
® Lipofecgio 6,5% (n=109)
@ Poxvirus 5,5% (h=93)
@ Virus Adeno-associado 4,5% (n=75)
@ Virus herpes simplex 3,3% (n=56)
® Lentivirus 1,7% (n=29)
@ Outras categorias 4,9% (n=82)
@ Desconhecido 3,3% (n=55)

The Journal of Gene Medicine, © 2010 John Wiley and Sons Ltd www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 11 — Vetores utilizados nos ensaios clinicos registrados na base de dados do Journal
of Gene Medicine. Reproduzida com permissio dos editores.

A variedade de genes utilizados nos ensaios clinicos (Figura 10) re ete o
, . . Z. , , .
carater ad boc da terapia génica. E provavel que o avango dessa area de pesquisa
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médica seja fortemente in uenciado pela tendéncia ao desenvolvimento de medi-
cina personalizada, com base em avangos da genética, da farmacogendmica ¢ de
outros campos de investigacio moderna. Ainda assim, a prevaléncia de antigenos,
citocinas, supressores de tumor e genes suicidas corresponde a predominancia de
cancer como indicagdo terapéutica mais frequente na pesquisa clinica nessa drea.

O topico de vetores é, sem davida, o mais critico para o avango da terapia
génica no sentido da aplica¢do a pratica médica. O grafico da Figura 11 compila
dados obtidos em duas décadas, ao longo das quais o progresso tecnologico na
area de vetores foi extraordindrio. Por exemplo, em contraposi¢iao ao tipo de
vetor adenoviral que ensejou a morte de um paciente de um ensaio clinico em
1999 (ver adiante) e quase paralisou a pesquisa em terapia génica, hoje estdo
disponiveis vetores adenovirais de terceira gera¢ao, radicalmente modificados no
sentido de evitar efeitos adversos como o que vitimou aquele paciente. Cresce,
contudo, a expectativa de utiliza¢ao de vetores virais intrinsecamente mais segu-
ros, como os vetores derivados de virus adenoassociado.

Aplicagoes da terapia génica

Para ilustrar as aplicagdes potenciais da terapia génica, bem como a logica
subjacente e a sequéncia da pesquisa fundamental e pré-clinica que levou aos
ensaios clinicos, foram selecionados alguns exemplos ilustrados a seguir.

Doencas monogénicas

Hemofilia: Como cada tipo de hemofilia ¢ uma doen¢a monoggénica, o
procedimento ¢ o de introduzir o respectivo gene sadio (fator VIII ou fator IX,
dependendo do tipo de hemofilia) em células do paciente, para que essas passem
a produzir a proteina necessaria. A terapia deve nio apenas fazer o organismo
voltar a produzir a proteina que falta, mas produzi-la em quantidade suficiente
para restabelecer a satilde do paciente e por longo prazo, idealmente por toda a
vida.

Apos extensos ensaios pré-clinicos em camundongos e caes, que demons-
traram recuperagdo de longo prazo da atividade pré-coagulante mediada por
fator IX introduzido por terapia génica experimental, dois estudos de fase I /11
foram realizados recentemente por um grupo da Universidade da Pensilvénia,
com aplica¢io de um vetor derivado de virus adenoassociado (rAAV), conten-
do o gene codificante do fator IX em pacientes de hemofilia B (Manno et al.,
2003, 2006; Hasbrouck & High, 2008). Nio houve efeitos adversos sérios em
nenhum dos pacientes testados.

Os resultados indicam potencial eficacia do tratamento, pois um paciente
que recebeu uma dose elevada do rAAV-F9 por infusao hepatica apresentou,
entre duas e cinco semanas apds o tratamento, niveis terapéuticos de fator IX
circulante acima de 10% da atividade normal, que ¢ suficiente para sustentar a
capacidade de coagulagio sanguinea. Entretanto, o efeito terapéutico foi tran-
sitorio, desaparecendo seis semanas apds o tratamento, acompanhado de au-
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mento temporario e assintomatico de niveis de transaminases (Figura 12). Os
resultados deste e de outro paciente no mesmo estudo indicaram que os efeitos
terapéuticos foram abolidos por degeneragio das células do figado nas quais foi
introduzido o vetor, causada por uma resposta imune contra proteinas do vetor
viral (Mingozzi & High, 2007).

Esse exemplo é particularmente importante, porque em nenhum dos en-
saios pré-clinicos realizados em animais antes da formula¢ao do estudo clinico, ¢
nem mesmo em novos experimentos realizados apds a obtengdo dos resultados
do ensaio clinico citado, foram observadas nos animais de experimentagao res-
postas imunitdrias que permitissem prever a resposta imune observada nos pa-
cientes. O resultado demonstra a necessidade de cautela na transi¢ao de estudos
pré-clinicos para ensaios clinicos, mesmo na auséncia de efeitos adversos sérios,
e forneceu dados cruciais para o avango da aplicagio clinica de terapia génica.
Novos estudos experimentais estdo em andamento, visando evitar essa resposta
imunitaria com o emprego de variantes do vetor e imunossupressao transitoria,
que guiardo novos ensaios clinicos (Hasbrouck & High, 2008).

Infusao de F.IX
15 - N -F.IX ~ 600
aciente _._ALT s 500

Atividade de F.IX (%)

Enzimas hepaticas (Ul/ml)

Semanas

Figura 12 — Atividade de fator IX circulante (vermelho) e niveis de transaminases (azul e
verde) ao longo do tempo apds terapia génica para hemofilia B, em um ensaio
clinico realizado com emprego de vetor derivado de virus adenoassociado con-
tendo gene codificante do fator IX. Modificada de Hasbrock & High (2008).

Amaurose congénita de Leber: A partir do final de abril de 2008, foram
também divulgados os primeiros resultados de ensaios clinicos de fase I /11 para
tratamento da amaurose congénita de Leber (abreviada LCA, do inglés Leber’s
congenital amanrosis). A LCA é uma doenga que provoca cegueira progressiva,
iniciando-se com perda importante de visio em bebés e progredindo ao longo
do tempo para cegueira total. Inicialmente, os fotorreceptores, células retinianas
sensiveis a luz e imprescindiveis para a visao, sdo inativados, mas permanecem
vivos na retina (den Hollander et al., 2008). Com o passar dos anos, os fotorre-
ceptores inativos, predominantemente os bastonetes que funcionam em baixos
niveis de luminosidade, degeneram e desaparecem (Spuy et al., 2005).
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Ha varias formas de LCA, algumas de causa genética ja bem conhecida,
como a deficiéncia da RPE65, uma enzima necessaria para produzir o derivado
de vitamina A essencial para o funcionamento dos fotorreceptores (Poehner
et al., 2000; Bereta et al., 2008). Os fotorreceptores desses pacientes perdem
paulatinamente a fung¢do, mas sua degenera¢ao s6 costuma acontecer por volta
dos 30 anos de idade (Hollander et al., 2008). Esse curso da doenga oferece
uma janela terapéutica para inser¢ido de copias normais do gene que codifica a
RPEG65 na retina de adultos jovens portadores desse tipo de LCA (Figura 13).
Os testes sdo ainda preliminares, e, em principio, somente trés pacientes foram
testados em cada um de trés ensaios clinicos de fase I realizados na Inglaterra e
nos Estados Unidos (Bainbridge et al., 2008; Maguire et al., 2008; Cideciyan et
al., 2008; Hauswirth et al., 2008).

fotorreceptores
Mutacdes no gene que codifica
a enzima RPEG5 provocam perda
de fungao de fotorreceptores e
cegueira

W=
Injecéo de vetor viral contendo o gene da RPEGS paciente em teste
restaura atividade da enzima e funcéo de fotorreceptores de visdo no escuro

Figura 13 — Diagrama de terapia génica para amaurose congénita de Leber por mutagao em
RPE65. A figura ilustra ensaios clinicos realizados desde 2007 por equipes do
University College em Londres, Inglaterra, e das universidades da Pensilvania
¢ da Flérida, nos Estados Unidos. Essa retinopatia degenerativa produz inicial-
mente inativagio funcional de bastonetes com deficiéncia progressiva de visio
escotopica e, mais tarde, degeneragio dos fotorreceptores antes dos 30 anos
de idade, levando a cegueira. Os trés grupos de pesquisa testam os efeitos da
introdugdo do gene sadio da RPE65 na retina de adultos jovens portadores da
LCA. Os estudos estio em andamento ¢ os pesquisadores estio avaliando, além
da seguranga do procedimento, a capacidade visual dos pacientes, comparada
a capacidade visual que apresentavam antes da terapia génica. Em alguns casos,
houve melhora dos resultados de exames oftalmicos (ao alto a direita), re exos
pupilares ¢ a orientagdo espacial em ambiente pouco iluminado contendo vérios
obstaculos (abaixo a direita, em um fotograma extraido do filme do Moorfields
Hospital, cortesia do Prof. Robin Ali, University College, Londres).
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Os primeiros resultados mostraram que a introdug¢io dos vetores deriva-
dos de adenovirus-associado contendo o gene normal na retina dos pacientes
nio provocou efeitos adversos importantes. Foi observada melhora em exames
oftalmolégicos ¢ no desempenho visual de alguns doentes, que recuperaram
parcialmente a sensibilidade a luz (Hauswirth et al., 2008) e a capacidade de se
orientar em ambientes de baixa luminosidade, o que ndao conseguiam fazer antes
da introdugao do gene sadio (Bainbridge et al., 2008).

Os resultados até agora, entretanto, foram obtidos em poucos pacientes,
ainda n3o foram observados sinais de melhora em certos testes oftalmolégicos
cruciais (Hauswirth et al., 2008) ¢ a deficiéncia de RPE65 é responsavel por
apenas 6% dos casos de LCA (Hollander et al., 2008). Ou seja, a terapia que esta
em teste no momento, se for bem-sucedida, s6 podera ser aplicada a uma fragao
pequena dos doentes. Tratamentos para os demais grupos de pacientes terao de
ser desenvolvidos caso a caso. Ainda assim, trata-se de um avango importante
no desenvolvimento de novas terapias para doengas que levam a cegueira, ¢ ja
estd em andamento um ensaio clinico fase II para confirmar (ou nio), de forma
sistematica, a possivel eficacia do tratamento.

Cincer

A maioria dos ensaios clinicos de terapia génica tem sido feita em pacien-
tes de cancer (Figura 9), em geral em estagios avangados. O efeito desejavel de
qualquer tratamento para o cancer ¢ o de provocar a morte seletiva das células
tumorais (Evan & Littlewood, 1998; Green & Evan, 2002). Células cancero-
sas geralmente multiplicam-se com rapidez, o que explica o crescimento dos
tumores. Muitos farmacos sio usados no tratamento do cancer justamente por-
que atacam seletivamente células que se multiplicam com rapidez e, portanto,
matam células tumorais (Wang et al., 2008; Prochownik, 2008; Vazquez et al.,
2008).

A necessidade fisioldgica de renovag¢ao continua das células do sangue, a
partir da proliferagao de precursores na medula 6ssea, implica, entretanto, efei-
tos adversos graves da quimioterapia. Esses efeitos sao dificeis de evitar, pois, en-
tre outros fatores, os medicamentos sao injetados na circulagdo. Para tratamento
de cancer, ¢ desejavel atingir, de alguma forma, apenas as células tumorais. No
caso de tumores solidos, como tumores originados no sistema nervoso central,
isso ¢é possivel mediante terapia génica localizada (Rainov & Ren, 2003), ¢ varias
estratégias vem sendo desenvolvidas nesse sentido (Tabela 2).

O procedimento apelidado de “técnica de genes suicidas” consiste em
introduzir nas células tumorais um gene que ndo existe no genoma humano
¢ codifica a enzima timidina cinase, proveniente do genoma do herpesvirus. A
presenga dessa enzima em uma célula humana mata a célula na presenca de uma
droga chamada ganciclovir, pois a timidina cinase transforma o ganciclovir em
uma toxina. A toxina, por sua vez, s6 afeta células que se multiplicam (Figura
14).
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Figura 14 — Mecanismo de a¢do de genes suicidas. O conceito, formulado no final da
década de 1960 pelo pesquisador norte-americano Frederick Moolten, da
Universidade de Boston, esta representado esquematicamente no desenho,
na sequéncia das setas a partir do canto superior esquerdo. O exemplo refere-
se a glioblastomas, mas também se aplica a outros tipos de tumores. Primeiro,
0 neurocirurgiio remove o maximo possivel do tumor, restando células tu-
morais dispersas entre os neuronios normais do cérebro. O gene terapéutico
(HSV-TK ou timidina cinase) ¢ injetado na regido operada, penetrando nas
células nas células e comandando a produgdo da enzima. Essa enzima fosfo-
rila o ganciclovir injetado, transformando-o em uma toxina poderosa que se
incorpora ao DNA das células-alvo, bloqueando a replicagio do DNA e levan-
do, eventualmente, a morte da célula proliferante. Reproduzida de Linden
(2008), com permissio dos editores

Embora a eficicia da tecnologia de gene suicida para tratamento de tu-
mores seja ainda controversa, alguns estudos obtiveram resultados animadores.
Dentre eles, um ensaio clinico de fase I /11 realizado na Finlandia, no qual a res-
sec¢do de tumores extremamente agressivos do sistema nervoso central, deno-
minados glioblastomas, foi seguida por inje¢ao, no leito cirargico, de um vetor
adenoviral contendo o gene da timidina cinase de herpesvirus. O procedimento
prosseguiu com inje¢oes endovenosas didrias de ganciclovir por 14 dias. A tera-
pia génica resultou em aumento significativo da sobrevida (Figura 15) do grupo
de 17 pacientes tratados por terapia génica, quando comparado a um grupo de
19 pacientes tratados com terapia convencional, ou quando comparado a uma
populagio controle de 36 pacientes previamente tratados por métodos conven-
cionais na mesma unidade de neurocirurgia, nos dois anos anteriores a0 ensaio
(Immonen et al., 2004). O vetor utilizado nesse estudo esta sendo desenvolvido
pela empresa Ark Therapeutics que, recentemente, relatou resultados positivos
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significativos de um estudo multicéntrico de fase III com 250 pacientes e, em
tevereiro de 2009, obteve na Franga a primeira autorizagao para uso compassio-
nado do produto, denominado Cerepro®.

Tabela 2 — Genes e estratégias para terapia génica de tumores do sistema nervoso central

Estratégia

Exemplos

Funcionamento

Genes suicidas — indugéo
de morte celular programada
seletiva das células tumorais

HSV-TK (timidina cinase de
herpesvirus)

Bloqueio da sintese do DNA
guando na presenca de uma
pro-droga

Virus oncolitico com HSV-1 Replicagdo somente em

replicagao condicional Onyx-015 células em divisdo ou
tumorais

Inducéo de apoptose FasL, TRAIL Ativagdo da apoptose

Ligantes de alta afinidade

Receptor de transferrina

Enderecamento especifico de
drogas ao tumor

Estratégia corretiva

p53, Rb, p16, PTEN

Correcdo dos genes
eliminados nos tumores

Terapia génica imunitaria

Interleucinas, interferons,
TNF-o

Ativagdo da resposta imune
antitumoral

Supresséo da angiogénese

Angiostatina, endostatina

Bloqueio do crescimento de
Novos vasos sanguineos

RNA de interferéncia

VEGF, EGFR, IGFR

Reducao da expressao de
oncogenes

Combinagéo com terapia
celular

Células-tronco neurais
Ou mesenquimais como
produtoras de vetores virais

Producéo continuada e
localizada dos vetores virais.

Fonte: Adaptada de Linden & Lenz (2007).
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Figura 15 — Extensdo da sobrevida de pacientes de glioblastoma tratados por terapia génica
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com emprego de “gene suicida”. Um vetor adenoviral codificando o gene da
enzima timidina cinase foi injetado no leito cirtrgico apods ressecgdo dos tumo-
res, seguido de inje¢oes endovenosas de ganciclovir por duas semanas. A curva
de Kaplan-Meier indica a fragdo de pacientes sobreviventes ao longo do tempo
para pacientes tratados (vermelho) e controles (preto). A interpretagio é de que
a terapia génica teve efeito sobre uma parte das células tumorais restantes apos
a cirurgia, as quais nao poderiam ser atacadas de outra forma. Modificada de
Immonen et al. (2004).

Doenga de Parkinson

As doengas neurodegenerativas sio uma das classes mais problematicas
para a medicina contemporanea. Apesar dos avangos ocorridos desde os anos
1990, periodo denominado “década do cérebro” (Goldstein, 1994 ), e do exten-
so conjunto de conhecimentos acumulados sobre diversos aspectos da patogé-
nese, genética, curso clinico, complica¢des e resposta aos diversos tratamentos
testados ao longo de anos de investiga¢ao, ha uma conspicua caréncia de opgoes
terapéuticas, particularmente nos estigios mais avangados destas doengas (Ra-
dunovic et al., 2007; Cacabelos, 2007; Han & McDonald, 2008; Jalbert et al.,
2008; Gauthier & Poirier, 2008; Olanow et al., 2008).

Por sua vez, algumas neurodegeneracoes sao ilustrativas do potencial de
desenvolvimento de terapia génica para doengas multifatoriais e de alta comple-
xidade. A doenga de Parkinson (DP) ¢ um exemplo dessa categoria.

A DP ¢ caracterizada por perda progressiva de neurdnios na parte compac-
ta da substancia negra do mesencéfalo e alteragdes funcionais em outros nacleos
do tronco cerebral (Figura 16), acompanhada da formagdo de inclusoes intrace-
lulares denominadas corpos de Lewy. Isso resulta em deple¢io de dopamina, o
neurotransmissor utilizado pelos neurénios que degeneram, no alvo dos prolon-
gamentos dos neurdnios da substancia negra, que se chama corpo estriado. Com
a evolugio da doenga, encontra-se adicionalmente o envolvimento de outros
sistemas de neurotransmissores. Os distirbios motores tipicos da doenga, como
tremor de repouso, lentidio dos movimentos e rigidez muscular, s3o frequente-
mente acompanhados por instabilidade postural, disfungao visceral e distarbios
cognitivos (Guttman et al., 2003). Os mecanismos que levam a morte dos neu-
ronios da substancia negra sio ainda controversos (Dawson & Dawson, 2003;
Dauer & Przedborski, 2003).

O tratamento farmacolégico com L-Dopa, um medicamento precursor da
sintese de dopamina, ¢ eficaz em curto ou médio prazo, mas tende a se tornar
in6cuo com a perda progressiva dos neuronios, além de eventualmente provocar
distirbios motores adicionais. A progressio da doenga exige doses mais elevadas
e combina¢oes de medicamentos, que nem sempre se mostram eficazes (Poewe,
2009). Terapias celulares destinadas a repor neurénios dopaminérgicos na subs-
tdncia negra poderdo, eventualmente, beneficiar pacientes de DP, mas, até o
momento, os ensaios clinicos efetuados com transplantes de tecido nervoso fetal
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tiveram efeitos discretos, bem como sugeriram a possibilidade de transmissdo da
doenga para o tecido transplantado (Thajeb et al., 1997; Li et al., 2008; Kordo-
wer et al., 2008; Mendez et al., 2008; Braak & Del Tredici, 2008).
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Figura 16 — Diagrama das principais conexoes ¢ sistemas de neurotransmissores dos circui-
tos dos nucleos da base, relevantes para a doenga de Parkinson. A degeneracio
(em vermelho) dos neurdnios dopaminérgicos da parte compacta da substancia
negra (SNc) reduz a ativagdo de receptores dopaminérgicos (D1 e D2) no cor-
po estriado (Str). Como resultado, a atividade dos alvos de proje¢io do corpo
estriado ¢ desequilibrada, ocorrendo, entre outros efeitos, hiperatividade dos
neurdnios glutamatérgicos do ntcleo subtalimico (STN), que causa distdrbios
motores. As estratégias dos ensaios de terapia génica em pacientes de DP es-
tdo indicadas por setas ¢ os respectivos alvos em azul. Modificada de Nakano

(2000).

Estratégias de terapia génica para tratamento da doenga de Parkinson in-
cluem a indugdo da produgio local de dopamina no estriado, a oferta de fatores
neurotréficos para reduzir a perda progressiva de neurénios dopaminérgicos ou,
ainda, a compensa¢io do desequilibrio funcional na rede de comunicagao celular
dos nucleos da base (Chen et al., 2005).

A produg¢io de dopamina depende essencialmente da atividade de trés
enzimas. As técnicas destinadas a produzir dopamina no corpo estriado deple-
tado envolvem, em geral, a indu¢do de uma ou mais destas enzimas por meio
de vetores virais (Kang et al., 2001). Os modelos experimentais pré-clinicos
consistem em lesdes quimicas da substancia negra em ratos ou em primatas. Fo-
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ram testados varios tipos de vetores virais (Chen et al., 2005 para revisao). Com
base nos resultados dos estudos pré-clinicos, foi iniciado um ensaio clinico fase
I destinado a testar a seguranga e, secundariamente, efeitos benéficos de terapia
génica por expressio de uma das enzimas produtoras (a AADC), veiculada por
vetor adenoviral-associado injetado no corpo estriado de pacientes que sofrem
da DP, em média, ha 14 anos (http://clinicaltrials.gov/show,/NCT00229736).
Os resultados (Christine et al., 2009) demonstraram melhora do quadro clinico
sem efeitos adversos da terapia génica per se, embora tenham sido detectados
riscos no procedimento operatorio.

Por sua vez, estratégias de neuroprotegao, destinadas a reduzir ou impe-
dir a perda neuronal a longo prazo, tém sido formuladas com base em diversos
fatores de crescimento que tém efeito protetor sobre neuronios da substancia
negra. Dentre os experimentos feitos em animais, um estudo testou os efeitos
da injegao, no corpo estriado, de um vetor viral expressando uma construg¢ao do
gene de neurturina, com resultados positivos (Fjord-Larsen et al., 2005). Assim,
um ensaio clinico fase I foi iniciado em meados de 2005, visando examinar a se-
guranga de um vetor viral adenoassociado expressando o gene de neurturina in-
jetado no corpo estriado (http://clinicaltrials.gov/show,/NCT00252850). Nao
houve efeitos adversos graves em 12 pacientes tratados com duas doses distintas
do vetor, ¢ foram detectados efeitos benéficos em alguns parimetros motores
(Marks et al., 2008). Um estudo multicéntrico de fase II encontra-se, agora, em
andamento.

A terceira estratégia de terapia génica para DP ¢ baseada no desequilibrio
funcional entre vias excitadoras e inibidoras nos ntcleos da base, consequente a
perda da atividade da substancia negra (Figura 16). Nessas condi¢oe, ocorre de-
sinibi¢do da atividade de um nucleo chamado ntcleo subtalamico (STN), a qual
se atribui importante papel nos principais sinais da DP (Nakano, 2000; Chen
et al., 2005). Varios estudos demonstraram que remogio cirargica do STN ou
estimulagdo elétrica de alta frequéncia tem efeitos benéficos sobre alguns desses
sinais, justificando o emprego da chamada estimulagdo cerebral profunda no
tratamento de casos avan¢ados de DP (Diamond & Jankovic, 2005). O conhe-
cimento das propriedades funcionais de circuitos neurais envolvidos na doenga
levou a um exemplo notavel de interven¢ao genética destinada a modular a fi-
siologia do sistema nervoso, independentemente da causa da doenga que, ainda
hoje, continua controversa.

Foi desenvolvido um ensaio de terapia génica que consiste na indu¢io
de expressiao de enzimas que produzem um neurotransmissor inibidor, visando
contrapor-se ao excesso de atividade neural no STN. A expressao dessas enzimas
no STN produziu efeitos funcionais benéficos em modelo de DP em ratos (Luo
etal., 2002). Com base nesses resultados, foi conduzido, no periodo 2003-2005,
um ensaio clinico de fase I de terapia génica empregando um vetor de virus ade-
noassociado recombinante, contendo o gene que codifica uma dessas enzimas,
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injetado no STN (http://www.clinicaltrials.gov/ct/show,/NCT00195143).
Resultados de 11 pacientes acompanhados por até 12 meses indicaram melho-
ra significativa de desempenho motor, acompanhada de redugio de atividade
metabolica em alvos de proje¢io do STN, compativel com os resultados dos
estudos pré-clinicos. Foi também divulgada melhora significativa em escala de
atividades cotidianas, que re ete a opinido dos pacientes sobre seu desempenho
em tarefas do dia a dia. Nio foram relatados efeitos adversos que deponham
contra a seguran¢a do procedimento (Kaplitt et al., 2007).

Os resultados dos ensaios clinicos descritos sao, ainda, muito preliminares,
foram obtidos em nameros reduzidos de pacientes e necessitam de confirma-
¢do em ensaios mais amplos, com controles mais rigorosos para efeito placebo
e outras variaveis. Portanto, ¢ ainda cedo para concluir sobre a viabilidade e,
particularmente, a eficicia de terapia génica para doengas neurodegenerativas.
Entretanto, esses estudos somam-se a outros ensaios clinicos que sugerem que
a terapia génica poderd se transformar em alternativa efetiva de tratamento para
doengas hoje incuraveis.

O balango risco-beneficio da terapia génica

Dentre as centenas de ensaios clinicos de terapia génica ji encerrados, a
maioria destinou-se a testar a seguranga do procedimento. Em certos casos, a
identificagdo precoce de efeitos adversos durante o estudo foi suficiente para
encerrar imediatamente o teste, evitando risco de agravamento. Mas, em muitos
casos, o procedimento empregado foi considerado seguro, quando muito com
efeitos adversos ocasionais, discretos e toleraveis.

Dor ou in amagao leves no local da injegao, febre baixa transitoria, dor de
cabega passageira, sintomas semelhantes a gripe e outros efeitos suaves sio, em
geral, toleraveis em vista do potencial de tratamento de uma doenga incuravel.
Esses sio a maior parte dos incidentes que se costuma encontrar nos €nsaios
clinicos de fase I em terapia génica, especialmente apds a realizagdo de extensos
testes pré-clinicos em animais, exigidos pelas agéncias reguladoras para autori-
zagio de ensaios clinicos (acesso a agéncias reguladoras nos Estados Unidos e
Europa e regulamentagio nessa area pode ser obtido, por exemplo, pelo link
http:/ /www.genetherapynet.com /legislation.html).

Reagdes imunitarias, entretanto, ndo apenas podem provocar efeitos ad-
versos, mas, mesmo que nio o fagam, podem destruir os vetores ou as células
infectadas por vetores virais, em que pese o uso de técnicas sofisticadas de DNA
recombinante em sua fabricagao. Esse foi o caso do ensaio para hemofilia do tipo
B, jd descrito (Mingozzi & High, 2007), mas que nido trouxe consequéncias sig-
nificativas aos pacientes. Em outros casos, no entanto, os efeitos adversos podem
ser muito severos ou, em raros casos, fatais.

Em 1999, um paciente morreu logo apds a inje¢do de um vetor viral
durante um ensaio clinico de terapia génica, vitimado por uma sindrome de
resposta in amatOria sistémica causada pelo vetor adenoviral de primeira ge-
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ra¢ao (Raper et al., 1998, 2003). Em ensaios clinicos mais recentes, realizados
na Franga e Inglaterra (Hacein-Bey-Abina et al., 2002; Gaspar et al., 2004 ), de
um total de 20 criangas abaixo de um ano de idade submetidas a terapia génica
para sindrome de imunodeficiéncia combinada severa ligada ao cromossomo X
(SCID-XL) (Buckley, 2004 ), cinco desenvolveram leucemias (Hacein-Bey-Abina
et al., 2003; Howe et al., 2008). Dessas, uma foi a 6bito e quatro apresentaram
remissao completa da leucemia apds quimioterapia. Exames feitos apds o apare-
cimento das leucemias revelaram que os vetores retrovirais utilizados em ambos
os ensaios produziram mutagénese insercional, ou seja, mutagdes produzidas
pela intromissio do vetor no DNA, rompendo a continuidade da sequéncia ge-
nética (Cavazzana-Calvo & Fischer, 2007; Howe et al., 2008).

Os casos citados constituem os mais graves exemplos efetivamente carac-
terizados como efeitos adversos diretos da terapia génica. Ambos tém origem
em caracteristicas dos vetores virais utilizados. Porém, em ambos os casos, a
pesquisa fundamental, aliada a observagdo criteriosa dos eventos associados ao
tratamento e ao curso clinico dos efeitos colaterais, contribuiu para avangos no
desenho e produgao de novos vetores, destinados a evitar tais efeitos adversos.

No caso de vetores adenovirais, em contraposi¢ao a primeira geracao de
vetores empregada no ensaio clinico que resultou no caso fatal de 1999, ja es-
tao disponiveis vetores adenovirais de terceira geragiao, construidos com dele¢io
completa de genes virais e capazes de transdugio génica muito mais segura em
seres humanos (Rity et al., 2008; Dormond et al., 2009). Por sua vez, é crescen-
te a expectativa de evitar mutagénese insercional, como a observada nos ensaios
para SCID-XL, por meio do desenho de vetores retrovirais ou lentivirais autoi-
nativantes ou dotados de isoladores de cromatina, duas das mais promissoras
técnicas em desenvolvimento atualmente para essa classe de vetores (Yi et al.,
2005; Rity et al., 2008).

A terapia génica para SCID-XL, por sua vez, foi curativa em 19 das 20
criangas tratadas, que apresentaram melhora significativa do seu sistema imune
menos de trés meses apos o tratamento, bem como recuperacdo persistente de
sua resisténcia a infec¢des (Tabela 3; Fisher & Cavazzana-Calvo, 2008; Aiuti
& Roncarolo, 2009). Por seu turno, o tratamento em adolescentes ndo foi efi-
caz, sugerindo uma janela terapéutica limitada para intervengdo nessa doenga.
Adicionam-se aos casos bem-sucedidos 30 pacientes tratados da SCID-ADA,
a forma de imunodeficiéncia que corresponde a primeira paciente tratada por
terapia génica em 1989 (Tabela 4; Aiuti & Roncarolo, 2009).

As agéncias reguladoras envolvidas na autorizagao e no controle de ensaios
clinicos em terapia génica agiram rapidamente em ambos os casos de efeitos
adversos aqui relatados. Em 1999, o ensaio que resultou na morte do paciente
foi suspenso definitivamente, apesar da auséncia de efeitos adversos graves nos
outros 17 pacientes tratados no mesmo estudo. No caso dos ensaios para SCID-
XL, os procedimentos terapéuticos ja estavam encerrados, mas as autorizagoes
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para outros ensaios semelhantes foram suspensas até a avaliagdo criteriosa dos
dados e, posteriormente, voltaram a ser concedidas. Em que pese o reconhe-
cimento de que o procedimento de terapia génica foi responsivel pelos efeitos
adversos, os comités reguladores concluiram que nenhum desses eventos, assim
como outros efeitos adversos relatados ocasionalmente, justifica a aboli¢ao de
ensaios clinicos em terapia génica. Na verdade, a anilise dos efeitos adversos
tem contribuido para orientar o desenvolvimento biotecnolégico na area e, ao
mesmo tempo, aperfeicoar a regulamentagdo e os critérios para autorizagio de
ensaios clinicos.

Tabela 3 — Ensaios clinicos de terapia génica para SCID-XL

Ensaio Ne° de pacientes Tempo de Eficacia Toxicidade
observacao
Hospital Necker, 10 (idade < 1 ano) 10 anos sim Leucemia (4 pcs), 3
Paris remissao completa
apos quimioterapia

Great Ormond 10 (idade < 1 ano) 7 anos sim Leucemia (1pc),
St Hospital, remissao completa
Londres apods quimioterapia
Multicéntrico, 5 (idade = 10-20 anos) 3 anos nao nao
FR, ING, USA

Fonte: Adaptada de Aiuti & Roncarolo (2009).

Tabela 4 — Ensaios clinicos de terapia génica para SCID-ADA

Ensaio Ne de pacientes Tempo de Eficacia Toxicidade
observacao
HSR-TIGET 15 8 anos sim néo
GOSH 5 5,5 anos sim n&o
CHLA/NIH (1)* 4 8 anos nao nao
CHLA/NIH (2)* 6 2 anos sim pancitopenia** (1 pc)

* Os estudos (1) e (2) diferem no pré-tratamento medicamentoso dos pacientes antes da exe-
cugdo da terapia génica.
** O efeito adverso foi atribuido a uma anormalidade citogenética independente da terapia gé-
nica.

Fonte: Adaptada de Aiuti & Roncarolo (2009).

O balang¢o de efeitos adversos e beneficios em ensaios clinicos de terapia
génica indica que o curso do desenvolvimento dessa, assim como de outras te-
rapias avangadas, tais como os tratamentos com células-tronco, sera tanto mais
seguro quanto mais bem fundamentado pela pesquisa bdsica e sujeito a regula-
mentagao adequada para restringir a autoriza¢io de ensaios clinicos a condi¢ao
de maxima seguranga possivel na época dos ensaios, porém sem tolher o avango
da pesquisa médica.
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Terapia génica e biotecnologia

Empresdrios da drea de biotecnologia enxergam no sequenciamento do
genoma humano oportunidades comerciais crescentes. O interesse reside, natu-
ralmente, no fato de que a descoberta dos genes e, especialmente de mutagoes
responsaveis, no todo ou em parte, por uma doenga, pode levar ao desenvolvi-
mento de testes diagnosticos ou medicamentos comercializaveis.

Entre outras a¢des, empresas comegaram a investir no patenteamento de
genes ou mesmo de sequéncias de fragmentos de DNA que ainda ndo tinham
sequer sido associadas a genes propriamente ditos. Mais de trés milhoes de pa-
tentes relacionadas ao genoma foram solicitadas até hoje nos Estados Unidos.
A legislagio norte-americana em geral permite o patenteamento de genes, des-
de que isolados (e ndo apenas descritos como sequéncias de nucleotideos) e
acompanhados de evidéncia de utilidade, por exemplo, para desenvolvimento de
testes diagnoésticos. Entretanto, o patenteamento de genes é controverso. Por
exemplo, as normas internas para avaliagdo da utilidade de descobertas relativas
a genes, em vigor desde 2001 pelo Escritério de Patentes dos Estados Unidos
(Uspto), foram e ainda sio objeto de severas criticas, das quais o Uspto se de-
fende com base nas leis de patentes vigentes nos Estados Unidos. Ja o Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (Inpi), 6rgao brasileiro que concede paten-
tes com validade nacional, informa em sua pagina que o patenteamento de genes
naturais nao ¢ permitido no Brasil.

Fora do 4mbito da controvérsia sobre patenteamento de genes, os veto-
res para terapia génica, virais ou nio virais, contendo genes terapéuticos, bem
como suas aplicagoes especificas, sio produtos de desenvolvimento tecnolo-
gico e, como tal, constituem objeto legitimo de patenteamento e eventual
comercializagio (Bobrow & Thomas, 2002). Centenas de patentes desse tipo
tém sido solicitadas ao Uspto e a seus similares europeus ¢ asidticos. Dezenas
de empresas vém investindo em terapia génica, a partir de tecnologias paten-
teadas de produgio de vetores ou como parceiras de instituigoes de pesquisa
(Tabela 5).

Em todo o mundo, as primeiras etapas de desenvolvimento de tecnolo-
gias para terapia génica ¢ muitos testes pré-clinicos estio ao alcance de grupos
de pesquisa, institutos e universidades publicas, bem como entidades privadas
financiadas com recursos publicos. Entretanto, a transferéncia da pesquisa de
laboratorio para o ensaio clinico geralmente demanda recursos que estio muito
além da capacidade de financiamento publico. Companhias de biotecnologia
investem na realizacdo desses ensaios em razdo da existéncia de patentes que
possam ser, eventualmente, exploradas comercialmente, assim como em todas
as demais areas de tecnologia. Até o momento, apenas um produto especifica-
mente classificado como terapia génica foi comercializado, mas outros quatro
produtos encontram-se em fase adiantada no caminho da comercializa¢io (Ta-

bela 6).
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Tabela 5 — Empresas no exterior inseridas na drea de terapia génica
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13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.

Advanced Cell & Gene
Therapy, LLC

Advanced Cell Technology
Advanced Vision Therapies,
AlphaVax Human Vaccines,
InC.

. Altogen Biosystems

Amaxa GmbH

. Amsterdam Molecular

Therapeutics

. Applied Tissue Technologies

LLC

. Ark Therapeutics Ltd.

Athersys, Inc.
AuRXx Inc

. Austrianova FSG {FSG

AUSTRIANOVA GmbH}
Avaris AB

Avigen Inc.

Bavairian Nordic A/S
BetaStem Therapeutics Inc
BioCardia Inc

Bioheart, Inc.

BioProtein | Technologies
Biovex Limited

Cardion AG

Cell Genesys Inc

Cellectis SA

Cellerant Therapeutics Inc.
CellGenix Technologie
Transfer GmbH

Cellprep S. A.

Ceregene Inc.

28

31

37

38.

39

45.
46.

47

56

. Collateral Therapeutics, Inc.
29.
30.

Copernicus Therapeutics Inc
Corgentec Inc.

. Cyclacel Limited
32.
33.
34.
35.
36.

CyThera Inc.

Cyto Pulse Sciences, Inc
CytoGenix Inc
DeveloGen AG

Enzo Biochem, Inc.

. Epeius Biotechnologies

Corporation
Expression Genetics Inc

. geneRx+
40.
41.
42.
43.
44.

Genetix Pharmaceuticals Inc
GenVec. Inc.

IC-Vec Ltd

Ichor Medical Systems, Inc.
Immuno-Designed Molecules
(IDM), SA

Insert Therapeutics Inc.
Intercytex Limited

. Introgen Therapeutics, Inc.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54,
55.

Intronn, Inc.

Invivogen

Ixion Biotechnology
MaxCyte, Inc.
MediGene, Inc.

Mirus Corporation
Innovata pic

Molecular Medicine, LLC

. Mologen Holding AG
57.

Nature Technology
Corporation

58

70.
71.
72.
73.

74.
75.
76.

7

79

85

. Nephros Therapeutics, Inc.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.

. Supratek Pharma Inc.
78.

. TheraCyte, Inc.
80.
81.
82.
83.
84.
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Proneuron Biotechnologies,
Inc.
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Sertoli Technologies Inc.
Stem Cell Sciences
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Targeted Genetics
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Theratechnologies
TheraVitae Co., Ltd.
Tosk Inc
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Valentis, Inc.

Vical Incorporated
VIirRX, Inc.

Fonte: Dados do International Scientific Products Exchange, 2009. Disponivel em: <http://
www.ispex.ca/companies/genetherapy.html>.

Tabela 6 — Produtos de terapia génica em estagio avangado de desenvolvimento

Produto Composigéo Indicacéo Empresa Status
Gendicine® rAd-p53 Tumores de SiBiono Aprovado e no
cabeca e GenTech, China| mercado na China
pescogo (2003)
Rexin-G® tumor matrix Tumores Epeius Biotech, | Uso compassionado
(collagen)-targeted, sélidos EUA no Japéo (2007),
retroV-dnG1-Cyclin aprovado nas
Filipinas
Collategene® Plasmid-HGF Isquemia AnGes MG/ Sob revisédo no
critica de Daiichi Sankyo, Japdo, analise de
membros Japéo protocolo especial
(SPA) nos EUA
Advexin® rAd5CMV-p53 Tumores de Introgen, EUA Sob reviséo,
cabeca e ensaio fase Il em
pescogo andamento
Cerepro® rAd5-TK Glioblastoma Ark Aprovado para uso
Technologies, individualizado na
ING/Finlandia Franca e Finlandia
(2009)
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O interesse do setor industrial na terapia génica pode ser ilustrado por da-
dos provenientes de organizagoes especializadas em prospecgao tecnologica. A
analise da evolugio do nimero de produtos destinados a terapia génica, em fase
de desenvolvimento por parte de empresas, revela um aspecto importante. En-
quanto a produgdo cientifica na area cresce continuamente (Figura 5), a curva
de crescimento do investimento industrial apresentou uma clara redu¢io entre
2003 e 2007 (Figura 17), provavelmente in uenciada pelos efeitos adversos dos
ensaios de terapia génica para SCID-XL, que foram amplamente divulgados e,
naturalmente, devem ter despertado preocupagdo por parte dos investidores.
Ainda assim, o nimero de produtos industriais nas fases II e III continuou
crescendo no periodo (Figura 18) e a recuperagao do crescimento do setor ¢
previsivel. No meio empresarial, ha uma expectativa crescente de sucessos a um
prazo compativel com os investimentos tanto na pesquisa académica quanto
no setor privado (Phacilitate, 2009). Um estudo estratégico de 2008 previu
um mercado mundial de cerca de US$ 500 milhoes de dodlares em 2015 para
produtos de terapia génica (Global Industry Analysts — Gene Therapy: a global
strategic business report, 2008).
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Figura 17 — Evolugio do nimero de produtos para terapia génica em desenvolvimento
em empresas de biotecnologia no periodo 1995-2009. Modificada de <http://
www.pharmaprojects.com/therapy_analysis/genether_early_0409.htm>.
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Figura 18 — Evolugio do ntimero de produtos para terapia génica, nas distintas fases de
ensaios pré-clinicos ou clinicos, em desenvolvimento em empresas de biotec-
nologia no periodo 1995-2008. Modificada de <http://www.pharmaprojects.
com/therapy_analysis /genether_current_0409.htm>.

Terapia génica no Brasil

Apesar da historia e do reconhecimento internacional da genética brasilei-
ra, ainda ha poucos grupos de pesquisa dedicados a estudos sobre terapia génica,
incluindo vacinas de DNA. Até recentemente havia pouco investimento publico
nessa area de investigagio ¢ nenhum interesse por parte do setor privado. O
quadro, no entanto, estd comeg¢ando a mudar com algumas iniciativas, ainda que
modestas, em ambos os setores.

A Rede de Terapia Génica

A partir de 2005, comegou a ser organizada no Brasil uma Rede de Terapia
Génica. Essa rede, coordenada pelo autor, congregou inicialmente 14 grupos
de pesquisa de trés Estados (Rio de Janeiro, Sio Paulo ¢ Rio Grande do Sul),
dedicados a pesquisa na area de terapia génica e vacinas de DNA. Os estudos
envolvem desenvolvimento de vetores virais, pesquisa bdsica e testes pré-clinicos
nas areas de cancer, doengas genéticas, doengas neurodegenerativas e vacinas de
DNA para dengue, doeng¢a de Chagas, infec¢oes por estreptococos e cancer.

Um primeiro ensaio clinico de terapia génica para revascularizagio mio-
cardica com emprego de vetores plasmidiais contendo o gene do VEGEF ( Vas-
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cular Endothelial Growth Factor), promovido conjuntamente pelo Instituto de
Cardiologia do Rio Grande do Sul, pela Fundagio de Amparo a Pesquisa do
Rio Grande do Sul ¢ pela Rede de Terapia Génica, por meio do Programa dos
Institutos do Milénio do MCT /CNPq, iniciou-se em fevereiro de 2009 em Por-
to Alegre (http://clinicaltrials.gov/ct2 /show/NCT00744315). Trata-se do
primeiro ensaio clinico de terapia génica sediado na América do Sul, em meio
a dezenas de ensaios clinicos promovidos por empresas multinacionais ou insti-
tui¢oes de pesquisa estrangeiras que contam com participagio de pesquisadores
sul-americanos (Tabela 7).

Tabela 7 — Patrocinadores de ensaios clinicos de terapia génica com participagdo de ins-
tituigdes na América do Sul. Algarismos entre parénteses indicam o nimero
de ensaios daquele patrocinador

Actelion (5)

Bristol Myers Squibb (2)

Eli Lilly (1)

Genentech (3)

Glaxo Smith Kline (7)

Hoffman-La Roche (3)

Hoosier Oncology Group (1)

Medimmune LLC (1)

National Cancer Institute USA (1)

Office of Rare Diseases (1)

Sanofi-Aventis (9)

Shire Human Genetic Therapies Inc (1)

St Jude’s Children’s Research Hospital (2)
Instituto de Cardiologia do RGS + Fapergs + CNPg-Instituto do Milénio Rede de Terapia
Génica (1)

Fonte: NIH-USA (Clinicatrials.gov), dez. 2009.

Terapia genica e biotecnologia no Brasil

Consistente com a incipiente presen¢a da pesquisa em terapia génica, ¢
reduzido o interesse do setor privado nessa irea no pais. Recentemente, no
entanto, foi instalada uma empresa sediada na Fundag¢ao Parque de Alta Tecno-
logia de Petrépolis, no Estado do Rio de Janeiro, que, entre outros servigos
de natureza biotecnolodgica, estd comegando a oferecer suporte para ensaios de
terapia génica no pafs.

O vetor para o ensaio clinico de revascularizagao miocardica, iniciado em
Porto Alegre, foi produzido por essa empresa de servigos, um evento pioneiro
no pais e prentincio de novas parcerias entre o setor privado e instituigoes aca-
démicas nessa drea de investigacio cientifica.

Por sua vez, a consciéncia do papel crucial dos mecanismos de protegio
a propriedade intelectual nessa drea vem criando hdbitos em pesquisadores an-
tes desacostumados com a preocupa¢do em patentear produtos e processos de
interesse biotecnoldgico. Assim, a atuagdo da Rede de Terapia Génica também
estimulou o primeiro depésito internacional de patente em terapia génica sensu
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stricto efetuado por uma institui¢do brasileira, consequente a pesquisa no labo-
ratorio do autor (World Intellectual Property Organization - WO2009 /121157
- PCT/BR2009,/000093).

Conclusao

Ainda estamos no limiar da historia da terapia génica e tudo o que se fez
até hoje s3o os primeiros passos de uma longa e tortuosa caminhada (Flotte,
2007). Mas ja ha alguns sucessos pontuais que demonstram a viabilidade de in-
corporag¢io da terapia génica a pratica médica. Os principais avan¢os, até o mo-
mento, encontram-se nas areas de hemofilia, alguns tipos de cancer, sindromes
de imunodeficiéncia combinada severa e certas retinopatias.

Tem havido grande progresso no planejamento ¢ na constru¢ao de novos
vetores mais seguros ¢ eficientes (Rity et al., 2008). Em particular, as respostas
imunitdrias dos pacientes estao sendo estudadas em profundidade, novos mode-
los de estudo em animais vém sendo desenvolvidos e a pesquisa estd avangando
no sentido de aumentar a seguranga dos ensaios clinicos.

Os problemas nao sao triviais. Basta lembrar que, depois de todo o pro-
gresso da medicina até os dias de hoje, apesar do sucesso que se obteve em no-
vos tratamentos ¢ na prevengao de tantas doengas nos altimos 150 anos, ainda
lutamos contra doengas incurdveis, que desafiam a imagina¢io ¢ a competéncia
cientifica e tecnoldgica de todo o mundo cientifico.

Ha4, no entanto, razdes para otimismo ¢ a expectativa de sucesso das tec-
nologias de terapia génica vem aumentando paulatinamente. Um sinal da via-
bilidade de aplicagao de terapia génica em futuro préoximo ¢é o investimento
crescente que empresas de biotecnologia estio fazendo no desenvolvimento e
na submissao de pedidos de liberagiao de produtos biologicos relativos a terapia
génica.

O Brasil prepara-se para participar do advento da terapia génica na pritica
médica. O contingente de cientistas, técnicos, médicos e empresarios envolvi-
dos nesse campo no pais ainda ¢ minasculo, comparado aos paises do Primeiro
Mundo. Mas a decisdo de investir nessa area, tanto do ponto de vista financeiro
quanto do ponto de vista cientifico e educacional, seguramente tera retorno
significativo para a medicina brasileira do século XXI.
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REsumo — Terapia génica é o tratamento baseado na introdug¢io de genes sadios com uso
de técnicas de DNA recombinante. O primeiro teste clinico bem-sucedido dessa técnica
foi divulgado em 1990. Em que pese a ocorréncia, em certos estudos clinicos, de efeitos
adversos, alguns dos quais graves, laboratérios de pesquisa ¢ empresas vém continua-
mente desenvolvendo novos materiais € procedimentos mais seguros ¢ eficazes. Embora
ainda em estagio experimental, progressos recentes indicam oportunidades crescentes
de investimento pela indastria, bem como justificam a expectativa de que, em alguns
casos, essa tecnologia podera chegar a prética clinica dentro de poucos anos.

PALAVRAS-CHAVE: Genes, Doengas genéticas, Engenharia genética, Manipula¢io do ge-
noma, Terapias avancadas, Biotecnologia.

ABSTRACT — Gene therapy is the therapeutic procedure based on the introduction of he-
althy genes using recombinant DNA techniques. The first successful clinical trial of this
technique was published in 1990. Despite the occurrence, in certain clinical trials, of
adverse effects, some of which serious, both laboratories and companies are continuous-
ly developing novel materials and establishing both safer and more effective procedures.
Although still in experimental stages, recent progress both points to growing opportu-
nities for investment by industry, as well as justify the expectation that, in some cases,
this technology may reach clinical practice within a few years.

KEYworDs: Genes, Genetic diseases, Genetic engineering, Genome manipulation, Ad-
vanced therapies, Biotechnology.
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