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RESUMO: O conceito de terapia génica ¢ simples: introduzir
material genético na célula com o objetivo de interceder na
progressao de uma doenga. Mesmo com uma defini¢do de facil
entendimento, na verdade o campo de estudo da terapia génica
¢ rico em tecnologias inovadoras, conhecimentos e praticas
interdisciplinares. O desenvolvimento e aplicagdo de terapia
génica encontram desafios significativos iguais como qualquer
tratamento ainda em fase experimental, mas também enfrentam
dificuldades proprias devidas ao uso de material bioldgico
como agente farmacoldgico. Esta pequena revisdo apresenta
alguns conceitos basicos sobre a tecnologia e aplicagdo de
terapia génica e serve como base para uma discussdo sobre o
importante papel da associacdo entre pesquisa basica e clinica
no desenvolvimento desta nova abordagem terapéutica. A
contribuicdo dos conhecimentos dos especialistas em aspectos
basicos e clinicos permite que tanto a tecnologia quanto a
aplicagdo de terapia génica em pacientes rapidamente recebam os
beneficios do progresso da ciéncia. No Brasil, a terapia génica se
encontra em fase precoce quando comparado com varios paises
ao redor do mundo, porém nossos avancos sdo significativos e
existem excelentes perspectivas de crescimento.

Descritores: Terapia genética; Vetores de doengas; Técnicas de
transferéncia de génes; Pesquisa médica translacional; Projetos
de pesquisa/normas.

ABSTRACT: The concept of gene therapy is really quite simple:
delivery of genetic material to cells with the objective of impacting
the progression of a disease. Even with this easy to understand
definition, the field of gene therapy is actually rich in technologic
innovations and interdisciplinary knowledge and practice. The
development and application of gene therapy encounter significant
challenges just as is seen with any experimental treatment, but
also encounters additional difficulties that are particular to the
use of biological material as a pharmacological agent. This short
review will present a few basic concepts about the technology
and application of gene therapy and will provide the basis for
discussing the important role that is played by the association of
basic and clinical researchers during the development of these
new therapeutic approaches. The contribution of knowledge by
specialists in the laboratory and clinical aspects permits the rapid
progress of both technology and its application as gene therapy
in patients. In Brazil, gene therapy is still at an early phase of
development as compared to many countries around the world, yet
our advances are significant and we have excellent perspectives
for growth in this area.

Keywords: Genetic therapy; Disease vectors; Gene transfer
techniques; Translational medical research; Research design/
standards.
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INTRODUCAO

A‘Eierapia génica ndo ¢ uma ideia nova. A nogao
e alterar o fenotipo de uma doenga utilizando
transferéncia génica ja existia mesmo antes do surgimento
das ferramentas de DNA recombinante. A primeira
tentativa de utilizacdo de material genético para tratar
uma doenga aconteceu em meados dos anos 60, antes do
estabelecimento das recomendagdes para manipulagdo
de DNA com seguranca. A estratégia escolhida foi tratar
hiperargininemia com a aplica¢do de virus do papiloma
de Shope, conhecido por expressar arginase, mas este
ensaio pioneiro ndo atingiu beneficio clinico!. Os
primeiros relatos de construgdo de vetores plasmidiais
aconteceram no inicio dos anos 70? e simultaneamente
foram descritos os pardmetros necessarios, mas ainda
ndo existentes na época, para colocar a terapia génica em
pratica®. Nos anos 80 a tecnologia do DNA recombinante
contagiou a pesquisa biomédica e pela primeira vez um
vetor recombinante foi testado em humanos como veiculo
de modificacdo do genoma. O objetivo deste protocolo
experimental foi tratar a 3-talassemia transferindo o gene
de B-globina para as células do paciente*. Felizmente, os
pacientes nao sofreram com o tratamento, mas também nao
experimentaram beneficio, mas o pesquisador responsavel
por este estudo foi severamente censurado pelo fato de ter
executado um novo protocolo clinico sem autorizagao.
Estes exemplos revelaram um ponto critico: a consequéncia
de ndo ter intensa investigagao pré-clinica basica antes de
experimentar o novo tratamento nos pacientes.

Por volta de 1990 foi realizado nos EUA o primeiro
protocolo clinico de terapia génica com autorizagdo do FDA
(Food and Drug Administration) destinado ao tratamento de
dois pacientes portadores de imunodeficiéncia primaria®®.
O protocolo foi relativamente bem sucedido, sem efeitos
colaterais e uma das criangas foi praticamente curada
da anomalia®. Desde entéo, a experiéncia com terapia
génica cresceu consideravelmente. Hoje, com seus 25
anos de experimentacdo clinica, ja foram executados e/ou
autorizados mais do que 2140 protocolos clinicos de terapia
génica ao redor do mundo’. Existem claros exemplos de
sucesso de terapia génica para o tratamento de diversas
doengas e também algumas situagdes isoladas onde foram
constatados efeitos adversos. Independente do resultado
do ensaio, cada tentativa de terapia génica representa uma
oportunidade de aprendizagem e de beneficio para os
pacientes. Como discutido aqui, a chave para o progresso
de terapia génica esta na interag@o de pesquisadores basicos
e clinicos, cada um contribuindo com conhecimentos
especializados, mas cuja somatéria conduz a meta comum
de oferecer novas opg¢des para o tratamento de doencas
onde terapias tradicionais tém eficacia aquém do desejado.
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Conceitos basicos

A terapia génica ¢ um assunto que engloba nao s6
pesquisa basica e clinica, mas também consideragdes éticas,
biosseguranga e aspectos regulatorios. A efetivacdo de
terapia gé€nica requer uma gama de tecnologias que permite
aproducdo de material bioldgico em escala e com qualidade
apropriada para aplica¢do em seres humanos. Ou seja, nao
¢ simplesmente um método, mas sim o desenvolvimento
de um biofarmaco.

Em termos gerais, a terapia génica usa a transferéncia
de uma sequéncia de acido nucléico para células do
paciente. A transferéncia pode ser realizada por métodos
que envolvem um vetor viral ou nio-viral e o material
genético pode ser um gene, tipicamente na forma de
cDNA que codifica uma proteina funcional capaz de
alterar um processo celular. Alternativamente sequéncias
nao-codificantes (RNA de interferéncia ou sequéncia anti-
senso) e outras versdes de acidos nucléicos (aptameros ou
RNA mensageiro) produzidos nos laboratorios também
podem ser introduzidos diretamente nas células alvo sem
a necessidade de um vetor. A rota da transferéncia génica
pode ser in situ (diretamente no organismo) ou ex vivo [as
células dos pacientes sdo modificadas fora do organismo
(no laboratério) e posteriormente implantadas no paciente].
Hoje, a tecnologia de transferéncia génica ainda ndo
permite aplicacdo sistémica do vetor de maneira eficaz e
segura. Por motivos éticos, o alvo da terapia génica ndo
pode incluir células germinais, a modificagdo genética
obrigatoriamente s6 pode atingir as cé¢lulas somaticas dos
individuos. Em outras palavras, os beneficios clinicos
da interven¢do genética nao sdo transmitidos para os
descendentes dos pacientes, que passam a ser considerados
COmMO €asos NOVos.

Uma das promessas da terapia génica ¢é tratar a
raiz da doenga, melhor ainda, atingir a alteragdo genética
responsavel pela patologia. Os tratamentos mais simples
sdo os de doengas monogénicas, onde um unico gene
mutado causa uma alterag@o especifica em um processo
celular. Por exemplo, na hemofilia tipo B, a transferéncia
do cDNA do fator de coagulacido IX re-estabelece a
expressao da proteina normal e reverte o quadro clinico.
Muitas doengas tém origem complexa, como hipertensao e
cancer, onde um grande conjunto de genes pode contribuir
para a patologia. Nestes casos, o desafio esta na escolha de
um (ou mais) gene(s) que pode(m) controlar a progressao
da doenca. O uso de terapia génica para combater doengas
infecciosas, como HIV, também tem sido realizado e
representa um grau de complexidade intermediario, porque
neste caso o agente causador da doenga € bem conhecido e
caracterizado, porém ainda resta desenvolver a estratégia
do seu combate.

Nos cenarios descritos aqui, a terapia génica
representa uma complementagao para funcao celular, ou
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seja, acréscimo de uma sequéncia exdgena no genoma
celular, mas que continua expressando a versdo enddgena
do gene mutante. Hoje, novas tecnologias que prometem
literalmente corrigir o defeito genético estdo surgindo.
Esta tecnologia, coletivamente conhecida como genome
editing, ¢ capaz de alterar uma Unica base no DNA ou
repor uma sequéncia mais extensa de DNA. Assim, a
mutacdo causadora da doenga desaparece do genoma.
Alternativamente, o genome editing pode ser utilizado para
inibir expressao génica, uma aplicagdo interessante ¢ apagar
a expressao do co-receptor do HIV, CCRS, prevenindo
infeccdo®’. Um problema sério com as tecnologias
existentes de genome editing ¢ o risco de indugdo de
alteragdes fora do alvo especifico, isto representa uma
oportunidade para criar na célula tratada novas e nao
desejadas mutacdes de consequéncias desconhecidas. Outro
problema fundamental estd na eficiéncia de desempenho
da tecnologia e do processo de transferéncia génica'®. Por
enquanto, as estratégias de genome editing estdo sendo
testadas em cultura de células e modelos animais, mas os
resultados sdo promissores e no futuro a terapia génica
talvez alcance a meta de literalmente corrigir o genoma
celular.

Vetores de transferéncia génica

Uma grande variedade de vetores estd sendo
empregada nos protocolos de terapia génica, incluindo
virus recombinantes, plasmideos e nanoparticulas'’"'2. A
escolha do vetor depende de fatores relacionados com a
propria doenca, o gene terapéutico, o tecido alvo e a rota
de transferéncia. Exemplificando, os requerimentos para o

vetor utilizado no tratamento de hemofilia sao diferentes dos
vetores desenhados para o tratamento do cancer. No caso
de hemofilia o beneficio terapéutico depende da expressao
duradora do fator de coagulacdo, que deve ser preservado
mesmo apds sucessivas divisdes das células tratadas'.
Em contraste, o tratamento de cancer tem como alvo a
morte da célula tumoral, agora a expressao permanente do
gene terapéutico ndo ¢ necessaria e pode até ser perigosa
e prejudicar as células saudaveis'®. Para o tratamento de
doengas hematologicas, como f-talassemia, a modificag@o
precisa ser realizada na célula apropriada, como as células
tronco hematopoiéticas, um procedimento facilmente
realizado ex vivo, mas o vetor de transferéncia deve garantir
a expressdo do gene terapéutico, B-globina, somente nos
eritrdcitos’>. Em resumo, um vetor bem desenhado tem
grande impacto no desempenho da transferéncia génica e
no sucesso da abordagem terapéutica.

Na Tabela 1 encontram-se algumas informagoes
sobre os principais vetores utilizados nos estudos de
terapia génica. Nao serdo discutidos aqui detalhes de
como construir, produzir e manipular os vetores, estas
informagdes podem ser encontradas na literatura'>'4,
Alguns pontos merecem destaque, principalmente os
relacionados com a seguran¢a. Em geral os vetores virais
recombinantes possuem mecanismos moleculares que
impedem a replicagao viral nas células do paciente. O virus
recombinante ¢ capaz de transduzir a célula alvo e expressar
o transgene, mas ndo pode replicar e consequentemente
ndo infecta outras células. Em comparagao, virus selvagens
replicam apds infectar uma célula e espalham sua progénie
para outras células e até mesmo para outros individuos.

Tabela 1: Propriedades de alguns vetores comumente utilizados em protocolos clinicos de terapia génica

, ., , Virus adeno- ,
Vetor Retrovirus Lentivirus Adenovirus . Plasmideo
associado
Titul ticul
JHH0, partientas 10° 10° 10 101 NA

virais/ml?
Rota de transferéncia Ex vivo Ex vivo In situ In situ In situ
Integragdo no genoma . . N ~

grag . g Sim Sim Nao Raramente Nao
do hospedeiro
Expressao a longo . . ~ . ~

P g Sim Sim Nao Sim Nao
prazo
Resposta imune contra - - . Sim, mas nao N

p, .. Nao Nao Sim Nao
proteinas virais severo
Protocolos clinicos®

FOT0COT08 CHnICos 417 114 480 137 502
Aplicagao tipica Sistema Sistema . Hemofilia, fibrose Cardiovascular,
e e Cancer, vacinas , . .
hematopoiético hematopoiético cistica cancer, vacinas

a: titulo apo6s concentragdo/purificagdo da preparagao viral
b: veja http://www.abedia.com/wiley/
NA: ndo aplicavel
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A manipulagdo de virus recombinante ¢ baseada
principalmente em plasmideos que codificam os
componentes necessarios para a montagem da progénie
viral'>!4, A engenharia do vetor garante através de um
sistema de complementagao que a replica¢do do virus ocorra
somente no laboratdrio, processo essencial para produgo
da particula viral recombinante. Simplificadamente apenas
no laboratério é que todos os componentes necessarios
para formagdo da particula viral se encontram, incluindo
plasmideos e células empacotadoras, complementando
assim a expressdo dos genes necessarios para a replicagao
e construgdo da particula viral. As células do paciente que
recebem o virus recombinante passam a expressar o gene
terapéutico, mas ndo propagam o virus devido a falta de
elementos criticos da maquinaria de replicagdo viral.

Tipicamente, o transgene (gene terapéutico) ¢é
inserido no vetor na forma de cDNA e sua expressao segue
as regras fundamentais da biologia molecular. O desenho
do vetor deve incluir todas as sequéncias regulatorias
necessarias para garantir a expressao do material genético,
incluindo um promotor (que direciona a transcri¢ao) e um
sinal de poliadenilagdo (que define o final do transcrito ¢
encaminha a tradugdo). Este arranjo basico representa uma
oportunidade de direcionamento, ou seja, onde, quanto e
quando o transgene serd expresso. O uso de um promotor
tecido especifico, por exemplo da B-globina, limita a
expressao do gene terapéutico apenas aos eritrocitos do
paciente. Também existem promotores responsivos para
condigdes fisiologicas, por exemplo os promotores que
respondem a condicdo de hipdxia, limitando a expressdo do
transgene ao quadro de isquemia. Outros exemplos podem
ser encontrados na literatura'c,

A interacdao do vetor com receptores na superficie
da célula alvo também representa uma oportunidade
para modificar o tropismo viral. Os vetores derivados do
adenovirus sorotipo 5, somente podem transduzir células
que exibem o receptor especifico Coxsackie Adenovirus
Receptor (CAR). Células sem CAR ndo sdo transduzidas
pelo adenovirus 5, mas o vetor adenoviral recombinante
pode ser modificado com finalidade de criar especificidade
para um tipo celular (como célula tumoral) ou de ampliar
o tropismo do vetor (transdugdo de células sem CAR)!>™4,
Por exemplo, modificando o virus com a inclusdo do
tripeptideo RGD (argenina-glicina-acido aspartico)
permitird a transducdo de grande grupo de células que
expressam integrinas'’.

Outra estratégia ¢ simplesmente usar o vetor viral
como o proprio agente de tratamento. Virus oncoliticos
possuem extensa engenharia que restringe a infeccao e
replicacdo, assegurando que estes processos ocorram
somente em células alvo, como células tumorais. Com
esta abordagem, a célula tumoral se torna uma fabrica
de novas particulas virais que sdo liberadas apds lise
celular. Estas novas particulas, por sua vez, infectam
mais c¢lulas tumorais, amplificando o processo litico
e consequentemente destruindo as células tumorais.
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Células saudaveis ndo permitem a replicacdo do virus
oncolitico e ndo sofrem com sua presenga. Como o nome
indica, os virus oncoliticos destroem particularmente
células de cancer, a principal exigéncia funcional do
sistema € associar uma caracteristica presente apenas nas
células tumorais com o programa de replicagao viral. Por
exemplo, um vetor oncolitico capaz de replicar e lisar
apenas as células com p53 mutada ou células sem pRb'*.
Outros beneficios do uso de virus oncoliticos incluem o
mecanismo de morte celular independente de apoptose ¢ a
indu¢do de uma resposta imunoldgica adaptativa. Os virus
oncoliticos também podem ser utilizados para transferir
um gene funcional, como GM-CSF, refor¢ando a resposta
imunologica anti-tumoral'>!41819,

Exemplos de sucesso

Como detalhado na Tabela 2, ja foram descritos
exemplos claros de sucesso da terapia génica para
tratamento de uma ampla variedade de doengas. De maneira
geral, o tratamento de doencas monogénicas, especialmente
aquelas onde o tratamento pode ser realizado na linhagem
tronco hematopoiética, tem resultado em beneficios para
os pacientes. Um dos maiores sucessos da terapia génica
esta no tratamento da imunodeficiéncia severa combinada
associada a deficiéncia em adenosina deaminase, onde 90%
dos pacientes tratados foram beneficiados e sem nenhum
relato de efeito adverso®*?'.Uma das consequéncias deste
progresso foi uma proposta que surgiu durante a ultima
reunido da Sociedade Europeia de Terapia Génica e Celular,
a qual considera terapia gé€nica como tratamento de primeira
linha para doengas raras. Mais ainda, o International Rare
Disease Research Consortium (IRDiRC: www.irdirc.org)
estabeleceu meta de atingir 200 protocolos até o ano de
2020. No campo da oncologia clinica o destaque recente
envolve os espetaculares resultados obtidos com receptor
quimérico de antigeno (CAR, chimeric antigen receptor)
em células T desenvolvido para o tratamento de leucemias
de células B*.

Varios vetores virais para terapia génica ja foram
aprovados para comercializagdo (Tabela 3)**?*. Entre os
que estdo no mercado merecem destaque o Gendicine
(adenovirus portador do cDNA de p53 para terapia génica
do cancer) produzido e comercializado na China desde
2003. No lado tecnologico, o Gendicine serve de exemplo
de que a producao e distribui¢@o de virus recombinante para
o tratamento génico estdo dentro do alcance industrial®.
No lado cientifico, as informagdes sobre o desempenho
desta abordagem ainda sdo escassas, entretanto protocolos
clinicos continuam a relatar o sucesso do Gendicine,
especialmente quando a terapia génica ¢ combinada
com quimioterapia no tratamento de cancer de cabega ¢
pescogo?. Entre 2003 e 2007, mais do que 7000 pessoas
ja foram tratadas com Gendicine®. Até agora, ndo existem
relatos de efeitos adversos com o uso do Gendicine, além
de sintomas de gripe, uma observagao que chama atencao
quando comparada com os efeitos colaterais do uso de
quimioterapias tradicionais.
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Tabela 2: Exemplos de sucessos e problemas no uso clinico de terapia génica

Modificacio ex vivo de células tronco hematopoiéticas

Doenca Vetor/gene Avanc¢o Limitacoes Referéncias
i?;%?g:gf_lgggﬁésfgga Reversédo do quadro Aiuti et al.¥, Gaspar et
de adenosine deaminase Retrovirus/ADA clinico em 90% dos al.*, Candotti et al.®,

46
(ADA-SCID) tratados Gaspar,
Efei.to adverso severo
Imunqdeﬁciéncia} severa Reversdo do quadro ?:t‘;(l)%/?r?lsusgiggo casos Zhang et al.¥’, Strauss;
combinada-deficiéncia de Retrovirus/IL2RG clinico em 90% dos del L luind Cost g et S' > " e
IL2RG (X-SCID) tratados e leucemia, incluindo ostanzi-Strauss
a morte de um destes
pacientes.
Doenca granulomatosa Reversao do quadro . . . .
cronica ligada ao X Retrovirus/gp91phox clinico por um tempo l\glceigl(ilessp Iasia em dois Ott et al.¥
(X-CGD) limitado P
Reversdo do quadro Efeito adverso severo
Sindrome Wiscott-Aldrich Retrovirus/WASP clinico em 90% dos devido o uso do Hacein-Bey Abina et
(WAS) tratados durante um retrovirus. Sete casos de al.>
tempo limitado leucemia.
. . . Reversao do quadro : :
Sindrome Wiscott-Aldrich Lentivirus/WASP clinico em 6 dos 7 Hacein-Bey Abina et

(WAS)

pacientes tratados

al.’’, Aiuti et al.’!

B-talessemia

Lentivirus/p-globina

Reversdo do quadro
clinico

Expansio clonal, porém
sem efeito adverso.

Cavazzana-Calvo et
al 52

Adrenoleucodistrofia

Retardo na progressao

.y 1 53

ligada a0 X (X-ALD) Lentivirus/ABCD1 da doenga Cartier et al.
. Reversdo do quadro

Lencodistrofia Lentivirus/ARSA clinico em 3/9 Biffi et al.**

metacromatica (MLD)

pacientes

Exemplos de sucesso quando o tratamento foi realizado in situ

Melanoma

T-Vec, virus herpes
oncolitico

Resposta completa

ou parcial que durou
pelo menos 6 meses
em 16% dos pacientes
(compara com
resposta de 2% nos
bragos controles)

Sheridan et al.>,
Andtbacka et al.*

Amaurose congénita de
Leber (Leber's Congenital

AAV/RPEGS aplicado

Ganho significativo

Foi documentado
decréscimo do efeito

Bainbridge et al.”,

Amaurosis) diretamente na retina | em visao terapéutico 2 a 3 anos Maguire et al.*®
ap0s tratamento.

CAR T cell, células T o Sindrome de lise

modificadas com um 92 C/ioeglthéi(zl)tli(;ISl em tumoral; recidiva de 7/27 | Maude et al.”,
Leucemia de células B receptor quimérico ?emissﬁo 32/27 livre pacientes; pressdo seletiva | Chicaybam;

para o antigeno P para células CD19- Bonamino®

de doenga residual g
CD19 negativas
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Tabela 3: Produtos para terapia génica aprovados para distribuicdo comercial

LOfal.(ano/ Empresa Vetor Descricdo Referéncias
agéncia)
. Vetor adenoviral ndo-replicativo
China (2003/ Shenzhen . L ©
SFDA) GentechSiBiono Gendicine (Ad-p53) e)fpressando p53 para o tratamento de | Jia; Kling®', Peng et al.
cancer da cabega e pescogo
Adenovirus que replica
condicionalmente devido uma
China (2005/ Shanghai Oncorine/H101 mutacdo no gene E1b que confere L ©
SFDA) Sunway Biotech | (Onyx-015) oncolise tumor especifico. Aprovado Jia; Kling™, Peng et al.
para tratamento de cancer da cabeca
€ pescogo
Retrovetor ndo replicativo
direcionado a matriz extracelular
Filipinas . o (colageno) e expressando um mutante . 63,60
(2007/BFAD) Epeius Rexin-G de ciclina G que provoca morte Gordon; Hall
celular. Aprovado para tratamento de
tumores solidos
Virus adeno-associado codificando
Eur_opean Amsterdam Glybera 0 varlante’: Ser.(447)X do gene Miller®, Burnett;
Union (2012/ Molecular (alipogenctiparvovec) lipoproteina lipase humano (LPL) Hooper®
EMA-CHMP) | Therapeutics Pog p para o tratamento da deficiéncia de p
LPL hereditaria
. . . , e . http://www.fda.gov/
EUA (2015/ B10V§x. ¥n‘c Imlygic (talimogene | Herpes virus (?HCO]lthO codificando NewsEvents/Newsroom/
(subsidiario do laherparepvec, T-Vec, | GM-CSF, utilizado para tratamento
FDA) PressAnnouncements/
Amgen Inc) Oncovex-GMCSF de melanoma
ucm469571.htm

*Orphan drug status approved by FDA in 2008

SFDA, State Food and Drug Administration of China; BFAD, Bureau of Food and Drugs; EMA-CHMP, European Medicines Agency-Committee for
Medicinal Products for Human Use; FDA, Food and Drug Administration, USA.

O primeiro produto de terapia génica aprovado
para venda no mundo ocidental ¢ o Glybera, um virus
adeno-associado recombinante que carrega uma copia
funcional do gene de lipoproteina lipase?’. O Glybera
chamou ateng¢do para um ponto interessante no campo da
terapia génica: Quanto custa e quem paga a conta da terapia
génica?’®. Como o Glybera é usado para o tratamento de
uma doenga extremamente rara, o nimero de pacientes ¢é
muito limitado e o mercado de vendas também ¢ pequeno.
Portanto, como poucos pacientes serdo tratados, a terapia
se torna extremamente cara ¢ o investimento das empresas
envolvidas com o desenvolvimento do Glybera nao sera
recuperado através do volume de venda do produto. Foi
estimado que o tratamento com Glybera custa em torno
de USS$1 milhdo/paciente, apesar de parecer um prego
proibitivo, € interessante lembrar que o custo anual do
tratamento tradicional da deficiéncia da lipoproteina
lipase também ¢é consideravel e o paciente precisa receber
o tratamento durante toda sua vida. A terapia génica com
Glybera ¢ aplicada apenas uma vez e ndo ha necessidade de
outros tratamentos e gastos. Uma proposta para solucionar
esta situag@o foi o pagamento anual, enquanto a terapia
génica estiver funcionando e no caso do paciente precisar
de outros tratamentos o pagamento seria interrompido.
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Assim, o preco ficaria mais acessivel para os pacientes,
sistemas publicos e convénios de saude?’.

Obviamente, as abordagens de terapia génica vao se
mover de doengas raras, incuraveis ou fatais na dire¢ao do
tratamento de doengas mais comuns, para as quais existem
intervengdes médicas. Uma das consequéncias desde novo
direcionamento ¢ que a terapia génica podera ser acessivel
a um grupo maior de pacientes. Do ponto de vista de
protocolos clinicos experimentais, as principais mudangas
estdo na analise risco-beneficio-custo, tamanho do estudo
e escolha de indicacdo. O efeito da oferta de terapia génica
para nimero maior de pacientes € sensivelmente observado
nos protocolos voltados para o tratamento do cancer. E
indiscutivel o grande desafio que o tratamento do cancer
impde e o investimento cientifico em novas terapias anti-
cancer, como a terapia génica, ndo pode ser ignorado.
Hoje 67% e 100% respectivamente, de todos os protocolos
clinicos de terapia génica em fases III ¢ IV tém como alvo
o tratamento do cancer (http://www.abedia.com/wiley/),
uma doenga multigénica complexa.

O dinamismo, versatilidade e crescimento das
tecnologias de transferéncia génica também alcangaram
os protocolos de terapia celular e hoje sdo ferramentas
complementares e seguras que podem ser exploradas para
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o tratamento de diversas patologias, especialmente no
campo da medicina regenerativa envolvendo o uso clinico
de IPS (Inducible Pluripotent Stem Cells). Administracao
nos pacientes de células geneticamente modificadas ex vivo
¢ a via de aplicagdo frequentemente utilizada nos ensaios
clinicos e tem popularizado a terapia génica.

Problemas encontrados

O desenvolvimento de uma nova abordagem
terapéutica vem com o risco de que o tratamento nao seja
bem tolerado pelo paciente. No historico de protocolos
clinicos de terapia génica, englobando todos os vetores,
doencas e milhares de pacientes tratados, existem apenas
15 casos de efeitos adversos severos relacionados com o
procedimento®, sdo eles: uma morte decorrente de dosagem
excessiva de adenovirus e 14 casos de leucemia, incluindo
uma morte, associada ao uso de retrovirus. Nao querendo
diminuir a seriedade do problema ou o sofrimento dos
pacientes e suas familias, mas quando consideramos a gama
de abordagens e o grande numero de pacientes submetidos
a terapia génica, este nimero de casos adversos ¢ muito
pequeno.

Em termos gerais, os efeitos adversos derivam da
biologia do vetor utilizado para a transferéncia génica.
O caso da morte de um paciente tratado com adenovirus
foi consequéncia de dosagem extremamente alta (6x10'
particulas virais) o que levou a uma resposta imunologica
intensa e 6bito devido a choque anafilatico’*3!. Ressalta- se
que este foi o Gnico paciente que teve este tipo de resposta
a terapia génica com adenovirus. O evento mostrou
para os pesquisadores que existe uma dosagem maxima
considerada como segura, em outras palavras, a solug@o
para o problema ¢ bem simples: usar dosagens menores.

Infelizmente, nos pacientes que desenvolveram
quadro de leucemia o problema foi o retrovirus (gama-
retrovirus, onco-retrovirus) utilizado na época do protocolo,
que pertence a mesma familia de virus que causa leucemia
em murinos, mas até aquele momento nunca tinha sido
descrito que o vetor recombinante e incapaz de replicar
podia causar leucemia em humanos. Porém, logo foi
demonstrado que o virus ndo replicativo podia sim causar
leucemia em camundongos quando acompanhados por
tempo prolongado®. Na verdade o que desencadeou o
quadro de leucemia foi a inser¢do de uma estrutura do
genoma retroviral, conhecida como LTR (Long Terminal
Repeat), na vizinhanga de um oncogene®. O LTR possui
sequéncias enhancer e pode atuar como um promotor e
ativar a expressao de genes do hospedeiro. Avaliagao mais
precisa da integracao de retrovirus no genoma dos pacientes
afetados revelou uma tendéncia do retrovirus utilizado
para integrar perto do sitio de iniciacdo transcricional de
genes celulares, no caso o LTR viral se posicionou perto
de um oncogene e a ativacao do LTR promoveu o inicio do
processo de transformagao celular, um fenomeno conhecido
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como mutagénese insercional®*.

A solucdo encontrada, até agora, para mutagénese
insercional foi substituir o vetor retroviral por vetor
lentiviral. O lentivirus também é um retrovirus, mas
pertence a familia de HIV (human immunodeficiency
virus) e tem um perfil de integracao diferente dos gama-
retrovirus utilizados nos tratamentos de imunodeficiéncias.
Os lentivirus preferem integrar ao longo de gene celular e
nao perto de promotores, diminuindo o risco de que o virus
provoque mutagénese insercional®***. Os vetores lentivirais
que estdo sendo utilizados nos ensaios de terapia génica sao
modificados para ndo conter sequéncia enhancer viral no
seu LTR e a regulagdo da expressdo do gene terapéutico ¢
realizada por um promotor que também nao possui acao
enhancer, como o promotor EF 1a (elongation factor 1a)®.
Entre a biologia e o desenho, os vetores lentivirais sdo
considerados mais seguros do que os vetores retrovirais®*’.
Novamente, a solugdo para um problema sério ¢ na
realidade bem simples: utilizar vetores lentivirais e ndo
retrovirais. E esta ¢ a tendéncia atual para a modificacao
genética de célula tronco hematopoiética.

Integracio basico-clinica

Terapia génica usa genes para curar doencas. O
racional da terapia génica ¢ uma linha reta: inserir o
gene terapéutico em um vetor de transferéncia génica e
transduzir as células do paciente. O vetor age como um
“remédio” e logo que atinge o alvo comeca a direcionar
a sintese de uma nova proteina que propriamente restaura
um processo celular defeituoso, sem efeito adverso. Apesar
de terapia génica seguir uma rota direta e ser a mais
evidente e desejada aplicacao clinica da tecnologia do DNA
recombinante, ainda ¢ um tratamento majoritariamente
experimental e dentro de uma area muito complicada.
A alma do tratamento ¢ o vetor de transferéncia génica,
a medida que uma nova geracdo de vetores surge, as
expectativas de sucesso aumentam.

Os ensaios de terapia génica nasceram praticamente
em paralelo com os avangos na manipulacdo de genes.
Apesar de ndo restarem duvidas de que a terapia génica
¢ o alvo crucial de todo o conhecimento gendmico,
existe um Obvio descompasso entre uso de genes para
diagnosticar doencas (genotipagem) e o uso de genes na
terapéutica (terapia génica). A genotipagem foi rapidamente
incorporada pela clinica médica e tem levado a diagnosticos
cada vez mais precisos, entretanto os recursos para
intervengdo terapéutica utilizando genes ainda ndo sdo
oferecidos fora de protocolos clinicos experimentais. Em
outras palavras, genes de diagnostico sdo ferramentas
de rotina da medicina contemporanea, mas o mesmo
nao acontece com os genes/vetores terapéuticos. O mais
préoximo que o conhecimento do gendtipo do paciente
se aproxima de condutas terapéuticas é associagao
de efeito benéfico ou ndo de um medicamento com a
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presenca de algum marcador genético. Recentemente,
o FDA estabeleceu como norma que bulas e rotulos de
medicamentos alertem sobre o risco ligado a presenca
de um marcador genético. Uma das consequéncias desta
iniciativa ¢ o estimulo da industria da genotipagem.

Protocolos clinicos experimentais de terapia
génica fazem parte do portfolio de pesquisa médica
translacional de praticamente todos os centros que
lideram o desenvolvimento e inovacao na medicina. A
implementag@o de um protocolo clinico de terapia génica
requer o desenvolvimento coordenado de uma ampla
variedade de novas tecnologias e o estabelecimento de
versateis interagdes multidisciplinares tanto clinicas quanto
basicas. A integracao basico-clinica ¢ constante nos estudos
de terapia génica, ndo apenas com participagdes pontuais
do corpo de pesquisadores basicos ou clinicos. A equipe
atua de modo coordenado e todos sdo envolvidos com
as diversas etapas do protocolo clinico experimental, na
verdade o envolvimento comeca com os experimentos de
prova de principio, onde vetor, gene terapéutico e rota de
administragdo sao escolhidos, persiste na fase de scale up
de producao de vetores virais com qualidade farmacéutica
e finalmente alcanca a proposta, execucdo e avalicao de
protocolos clinicos experimentais.

Disciplinas académicas com foco em terapia génica
fazem parte de atividades curriculares e extracurriculares
das escolas de medicina dos EUA e Europa. Os estudantes
recebem formagao/treinamento basico, desde o desenho
e escolha de vetores até ensaios pré-clinicos e clinicos.
Programas de pos-graduacdo em terapia génica também
permeiam quase todas as areas de formagdo médica e
sdo essenciais para a execucdo de ensaios clinicos em
praticamente todas as especialidades da medicina, como
genética, pediatria, oncologia, cardiologia, neurologia,
hematologia, entre outras.

A visdo de terapia génica na educacdo médica
ha muito tempo deixou de ser futurista, do tipo ficcao
cientifica, hoje ¢ uma disciplina especifica. Um fator
essencial e indispensavel ¢ o aprendizado de como e
quando prescrever um “medicamento” de terapia génica.
Existem claras diferencas entre a prescri¢ao de um farmaco
classico e um vetor de terapia génica. Em uma breve
analise, administrar um vetor terapéutico ¢ basicamente
uma intervengao, o vetor “medicamento” age diretamente
no genoma, altera a expressao génica e tem potencial para
curar a doenga com apenas uma aplica¢do, ndo existe
uso cronico de um vetor terapéutico. O corpo clinico
precisa estar preparado e seguro mantendo constante
comunicacao entre pesquisadores basicos, pacientes e
agéncias reguladoras.

No cenadrio atual os protocolos de terapia génica sdo
ainda experimentais e o esperado € que gere conhecimentos
novos, incluindo a identificacdo de oportunidades para
melhorar a abordagem. Neste sentido, ¢ critico que as
observacdes clinicas sejam transmitidas para a equipe
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que trata dos estudos basicos, assim reiniciando o ciclo de
experimentagdo no laboratorio. Porém, agora a visdo inclui
o aperfeicoamento do vetor, gene terapéutico e método
de sua aplicacdo no paciente. Ou seja, a integracdo dos
conhecimentos ¢ essencial para percorrer o caminho de
mao dupla: laboratorio -> leito do paciente e de volta leito
do paciente -> laboratorio.

Perspectivas (Brasil e além)

Terapia génica ¢ um campo em fase de maturagao,
a maioria dos protocolos registrados ainda ¢ para ensaios
fase inicial: 78% sdo de fase I e Fase I / II. Quando os
estudos sao levados adiante, com base em dados obtidos em
experimentos de provas de principio e modelos animais das
ciéncias basicas o campo se move para frente em direcao de
protocolos clinicos de cura. E uma excelente oportunidade
para o Brasil avangar com o desenvolvimento de uma nova
terapia e ultrapassar desafios técnicos. E evidente que séries
mais generalizadas de testes bem sucedidos sdo essenciais
para viabilizar a incorporagdo da terapia génica na clinica
médica mundial, mas os profissionais nacionais precisam
estar preparados para lidar com este novo procedimento.

No contexto geral, a medicina translacional no
Brasil sofre com sua curta historia e sdo escassos 0s
exemplos de medicamentos concebidos e desenvolvidos
no pais. Esta situacdo surpreende porque o pais dispde
de conhecimento e tecnologia para desenvolver e testar
terapias experimentais.

No caso de terapia génica, pesquisadores brasileiros
jarealizaram protocolos clinicos envolvendo transferéncia
génica com vetores nao-virais e tém participado em
protocolos multicéntricos internacionais®®**!. Os proprios
pesquisadores neste campo tem se organizado em rede,
como ¢ o caso do Instituto do Milénio (2005-2008), INCT
(Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia, aprovado
no mérito, 2010) e com recentes propostas ao INCT que
atualmente esta em analise (dezembro/2015). O movimento
dos pesquisadores e seus resultados t€m atraido a atencao
internacional da ASGCT (American Society of Gene
and Cell Therapy) que esta procurando se aproximar de
profissionais latino-americanos*.

O que falta para que os ensaios clinicos de terapia
génica nacionais alcancem a frequéncia relativamente
préoxima a de outros paises? Entre os principais desafios
estdo: (i) a disponibilidade de infraestrutura para
produgdo de vetores recombinantes em condicdes GMP
(Good Manufacturing Practices), condi¢do essencial
para aplicacdo de vetores em pacientes, (ii) clinicos
especializados e dedicados para este fim e (iii) ainda a
padronizacao de processo regulatdrio e de governancga sobre
os trabalhos com terapia génica. Porém, estes obstaculos
ja foram ultrapassados no Brasil, pelo menos quando o
assunto ndo ¢ terapia génica, o pais tem um rico e bem
sucedido historico desenvolvimento de vacinas, trata-se
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de um exemplo a ser emulado.

Outra face que influencia o éxito de um programa
de pesquisa em terapia génica diz respeito aos recursos
financeiros necessarios. O ideal sdo mecanismos de
financiamento que se estendam desde ensaios de prova
de conceito, viabilizem a produ¢do do vetor e o trabalho
pré-clinico com modelos animais, chegando até a suportar
as travessias das fases iniciais de protocolos clinicos
experimentais. Além de financiamento adequado, outros
recursos considerados importantes incluem apoio da
administracdo e gerenciamento hospitalar quando da
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