José Miguel Costa Leme de Abreu Pereira

Terapia Genética: Métodos e

Aplicacoes

NPET NG

08 FERN®

"1/
A

cu3AINN
794977744
AN\
PESSOA

&

%o

Universidade Fernando Pessoa
Faculdade de Ciéncias da Saude

Porto, 2015






José Miguel Costa Leme de Abreu Pereira

Terapia Genética: Métodos e

Aplicacoes

Universidade Fernando Pessoa
Faculdade de Ciéncias da Saude

Porto, 2015



José Miguel Costa Leme de Abreu Pereira

Terapia Genética: Métodos e

Aplicacoes

Declaro que o presente trabalho foi realizado na integra por mim e que todo o material

bibliografico utilizado se encontra devidamente referenciado.

O aluno:

José Miguel Costa Leme Abreu Pereira

Trabalho apresentado a Universidade Fernando Pessoa
como parte dos requisitos para a obtengao do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas, sob a orientacao da

Professora Doutora Catarina Lemos



Terapia Genética: Métodos e Aplicacdes

RESUMO

Nos ultimos anos, uma grande evolucao na area da biotecnologia tem vindo a
permitir o desenvolvimento de um método terapéutico completamente inovador, a
terapia genética, com uma forma de encarar a patologia totalmente diferente da
convencional. Este método baseia-se na transferéncia de genes e sequéncias
regulatérias para células alvo, possibilitando a expressdo de proteinas essenciais ou
inibindo a expressado de proteinas que de outro modo seriam nocivas, de forma a corrigir

deficiéncias hereditarias ou adquiridas.

Para transportar os genes para as células alvo usam-se diversas estratégias,
destacando-se a utilizacao de vetores, virais e nao virais. Os vetores virais, derivados
de adenovirus, retrovirus ou virus adenoassociados, cada qual com as suas
especificidades, que o torna mais ou menos apropriado para uma determinada
intervengdo, sdo os mais frequentemente usados e os mais eficientes, existindo,
contudo, alguns receios quanto a sua utilizagdo. Os ndo virais, devido, nomeadamente,

a uma menor imunogenicidade, abrem perspetivas de serem mais previsiveis € seguros.

A transferéncia dos genes ou sequéncias pode ocorrer in ou ex vivo. Pode ser
feita em diferentes fases do ciclo celular e em células somaticas ou células germinais,
sendo nestas menos comum. O gene terapéutico pode ou nao ficar integrado de forma

permanente no genoma da célula alvo.

ApoOs o primeiro ensaio clinico com sucesso, efetuado em 1990 para o
tratamento da deficiéncia na adenosina desaminase, varios ensaios clinicos de terapia
genética com resultados promissores foram realizados mundialmente por diversas
equipas. Existem alguns tratamentos em fases finais de avaliacao e um ja aprovado para

ser comercializado.

Palavras-chave: terapia genética, vetores, transferéncia genética, gene terapéutico,
transgene.
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ABSTRACT

In the last years, a great progress in biotechnology has allowed the development
of a completely new therapeutic approach, gene therapy, which has an entirely
unconventional new way of approaching pathology. This method relies on the transfer
of genes and regulatory sequences to target cells, allowing the expression of essential
proteins or inhibiting the expression of other proteins that would otherwise be harmful,

in order to correct inherited or acquired deficiencies.

To transfer genes into target cells several strategies are used, specially the usage
of viral and nonviral vectors. Viral vectors, derived from adenoviruses, retroviruses or
adeno-associated viruses, each one with its specifities, which makes it more or less
suitable for a given intervention, are more frequently used and are the most effective.
Nevertheless, there are some concerns about their use. The non-viral, mainly due to

lower immunogenicity, open perspectives of being more predictable and secure.

The transfer of genes or sequences can occur in or ex vivo. This can be
performed in different phases of the cell cycle, and in somatic cells or germ cells, being
less common in the last ones. The therapeutic gene may or may not be permanently

integrated in the genome of the target cell.

After the first successful trial, carried out in 1990 for the treatment of the
adenosine deaminase deficiency, several gene therapy clinical trials with promising
results have been carried out worldwide by various teams. There are treatments on the

final stages of evaluation and there is one already approved to be commercialized.

Keywords: Gene therapy, vectors, genetic transfer, therapeutic gene, transgene.
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I. INTRODUCAO

Em 2003, o consoércio internacional de sequenciacdo do genoma humano
publicou a sequéncia genética completa do genoma humano. Um marco importante na
histéria, uma vez que permitiu estabelecer pela primeira vez maior parte das sequéncias
codificantes de proteinas, muitas delas com papéis essenciais na regulacao fisiologica

(Collins et al., 2003).

Os genes codificam proteinas, que assumem variadissimas fung¢des, quer como
enzimas, quer como outras moléculas complexas, coordenando toda a complexidade
que constitui um ser vivo. A ausé€ncia ou alteracdo de um dos genes pode ser fatal para
um individuo ou comprometer o seu normal funcionamento, com graves consequéncias
para a sua integridade fisiologica. Essas anomalias podem ser adquiridas ou, mais

vulgarmente, herdadas (Lander et al., 2001).

No final da década de 60 surgiram os primeiros estudos onde se reportava a
utiliza¢ao de acido desoxirribonucleico (DNA) exdgeno para correcao de sequéncias
do genoma corrompidas ou em falta, essenciais para o correto funcionamento do
organismo. Estes investigadores estavam a langar as fundagdes onde se viria a erguer a
terapia genética (Friedman e Roblin, 1972).

Num artigo publicado na revista Science, em 1972, por Friedmann e Roblin, os
investigadores propunham a possibilidade de se recorrer no futuro a utilizagdo de DNA
exdgeno como agente farmacoldgico no tratamento de varias doengas hereditérias
(Friedman e Roblin, 1972).

Desde entdo surgiu uma série de estudos e em 1990 a Food and Drug
Administration (FDA) acabou por aprovar o primeiro ensaio clinico para o tratamento
de uma imunodeficiéncia recessiva rara, a deficiéncia na adenosina desaminase (ADA).
Esta doenga carateriza-se pela falta ou alteragao de um tunico gene, responsavel pela
sintese da enzima ADA. A equipa do Dr. Anderson, recorrendo a um vetor retroviral
com uma copia funcional do gene, infetou as células em cultura. Esse retrovirus

fornecia as células uma copia do gene funcional. Este ensaio clinico possibilitou que o
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paciente tivesse uma vida relativamente normal e gerou uma onda de entusiasmo que
viria a estabelecer a terapia genética como uma terapéutica promissora no tratamento

de diversas patologias (Blease et al., 1995).

Foram realizados varios ensaios clinicos com resultados promissores,
nomeadamente no tratamento da leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia
linfocitica aguda (ALL), mieloma multiplo, hemofilia, na doenga da retina Lebers

Congenital Aumorosis (LCA), entre outras.

Os genes terapéuticos, ou transgenes, podem ser transportados para o interior
da célula, mais propriamente para o nucleo, através de diversos mecanismos. Embora
0 recurso a agentes virais seja 0 mais comum, existem outras formas de veicular os
genes e mesmo dentro dos agentes virais existem diversas abordagens (Read e Strachan,

2010).

A terapia genética abre perspetivas excitantes como alternativa a terapéutica
convencional, possibilitando potencialmente a solu¢do para algumas das doencgas
hereditarias e adquiridas que acarretam graves consequéncias ao individuo, ou também
em doencas adquiridas onde a adicdo de uma sequéncia ou gene permite acrescentar
uma fung¢do ndo existente naturalmente no organismo, mas que pode desempenhar uma
fun¢do importante (Cotrim, 2008).

Neste trabalho pretendeu-se fazer uma revisao bibliografica sobre a terapia
genética, os métodos e técnicas utilizados e as suas principais aplicagdes.

Como metodologia, realizou-se uma pesquisa bibliografica extensiva dos
artigos cientificos mais recentes sobre o tema em estudo, utilizando o motor de pesquisa

bibliografica PubMed, recorrendo a diversas palavras-chave.
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II. TERAPIA GENETICA

A auséncia de uma proteina, a alteragdo da sua estrutura de forma prejudicial
para o seu desempenho ou mesmo a desregulagdo da sua expressdao, s6 pode ser
colmatada na terapéutica convencional recorrendo ao fornecimento por via exoégena da
proteina andmala no seu estado ativo funcional, ou entdo de uma molécula que de forma
direta ou indireta exer¢a uma fungao semelhante. Os insulinodependentes, por exemplo,

para colmatar a sua limitagdo de insulina, t€m que a administrar diariamente.

Por outro lado, a terapia genética tem como principal objetivo, através da
utilizacao de técnicas de DNA recombinante, atacar a doenga na sua origem, ou seja,
na sua base genética, de forma a curar ou corrigir uma condi¢do causada por um alelo
mutante, através da introdu¢ao de uma sequéncia de DNA, codificante ou ndo, como
forma de tratamento farmacologico (Griffiths et al., 2005).

Para isso, os genes funcionais t€ém que ser identificados numa biblioteca de
DNA gendémico ou de DNA complementar (cDNA), isolados e clonados.
Seguidamente, o gene desejado ¢ introduzido num vetor especifico para que ocorra o

transporte do gene até a célula de interesse (Alberts et al., 2008).

O local onde ird ocorrer a transferéncia genética, o tecido alvo, assim como o
facto de se pretender efetuar essa transferéncia in vivo ou ex vivo vao ser determinantes

na escolha do vetor e do método mais adequado (Templeton, 2015).

Existem diversos mecanismos utilizados na terapia genética. A introdugao de
uma sequéncia codificante ou de sequéncias nucleotidicas que, quando expressas,
originam sequéncias antisense (de sentido contrario ao do mRNA codificante), inibindo
a expressdao de genes prejudiciais para o individuo, sdo algumas das formas de

intervencao terapéutica, mas existem outras (Read e Strachan, 2010).
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2.1. Diferentes mecanismos de terapia genética

il.L.i. Introducio de gene em falta

Algumas patologias sdo caraterizadas pela falta de um ou mais genes.
Alternativamente, também pode existir o gene, mas ndo ser expresso, devido a
alteragdes na sua regido reguladora. A falta da proteina origina a doenca.

Através da terapia genética podemos inserir na célula esse gene/genes em falta
0u nao expressos, para que ocorra a expressao normal da proteina, aliviando ou curando

definitivamente os sintomas da doenga (figura 1) (Read e Strachan, 2010).

Introducio de gene em falta

gene A
Cel. doentes Fenatico normal
com gene A em com produto do
falta gene A

Figura 1: Representacdo esquematica de uma das estratégias da terapia

genética: introdugao de gene em falta (adaptado de Read e Strachan, 2010).

il.L.ii. Substituicido do gene mutado

Algumas doengas sdo provocadas, ndo pela auséncia de um gene, mas sim pela
presenca de um gene mutado que nao ¢ capaz de expressar a proteina na sua forma
funcional. Nestas situa¢des pode ser inserido o gene sem a mutacdo, permitindo a

expressao da proteina funcional (figura 2) (Read e Strachan, 2010).



Terapia Genética: Métodos e Aplicacdes

Substituiciio de gene mutado

gene A

Cél doentes
com alelo Gene corrigido
mutado

Fénotipo corrigido

Figura 2: Representacdo esquematica da substituigdo de gene mutado

(adaptado de Read e Strachan, 2010).

Em ambos os mecanismos descritos, introdugao do gene em falta e substituicao
do gene mutado, para além das sequéncias codificantes da proteina, sdo inseridas
sequéncias reguladoras como o promotor e 0s enhancers, essenciais para que ocorra a
expressdo € a sua correta regulacdo. O promotor ¢ uma sequéncia nucleotidica
responsavel pela ligacdo da RNA polimerase, essencial para que se possa iniciar a
transcricdo do mRNA. Os enhancers sdo sequéncias nucleotidicas a montante ou
jusante de um gene, as quais se ligam proteinas denominadas por fatores de transcrigao,
como os ativadores, que vao estimular a expressao desse gene em particular. Para além
das sequéncias reguladoras da expressao do gene, podem ser inseridas outras
sequéncias especificas responsaveis pelo processo fisiologico especifico de cada
intervengao terapéutica (Alberts et al., 2008).

Alam e os seus colegas recorreram a terapia genética para a corre¢ao da
hiperglicemia provocada pela diabetes do tipo I em ratinhos. Para isso, o gene da
insulina foi inserido e expresso no figado dependendo da concentragdao de glucose no
sangue. Com esse objetivo, foram transferidas para as células hepaticas de ratinhos
varias sequéncias para além do gene da insulina propriamente dito, nomeadamente um
enhancer, promotores de albumina e de insulina, 3 sequéncias de glucose inducible
response elements (GIREs) e o gene da albumina humana, entre outros, de forma a criar

uma solu¢ao mais proxima da fisiologica, na qual ndo sé ocorre a expressao da insulina,
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como ela ¢ libertada para o sangue conforme as necessidades metabdlicas do organismo
do individuo (figura 3) (Alam et al., 2013).

Neste caso, as trés sequéncias de GIREs, através da regulacao da transcrigao do
mRNA do gene da insulina, sd3o responsaveis pela libertacio da insulina de modo
dependente da concentragdo de glucose no sangue. O enhancer da alfa fetoproteina,
proteina produzida especificamente no figado, encontra-se associado com um promotor
de albumina também especifico do figado, para potenciar a agdo do promotor e para
que responda aos fatores de transcri¢ao presentes no figado. Como este enhancer sé se
encontra funcional durante a fase fetal, ¢ removida desta sequéncia o segmento que a
desativa no estado adulto, para que continue a ocorrer a expressao. O enhancer
traducional VEGF aumenta a eficacia da tradu¢do do mRNA para proteina, pois a sua
sequéncia facilita a entrada no ribossoma.

Além disso, neste estudo algumas sequéncias foram alteradas no proprio gene
da insulina humana: a sequéncia de cDNA foi alterada na zona correspondente as duas
juncdes da pré-pro-insulina onde usualmente ocorre o processamento proteolitico e
maturacao recorrendo a enzimas especificas das células beta do pancreas, mas que se
encontram ausentes no figado. Esta modificacao foi realizada de forma a possibilitar a
clivagem da pré-pro-insulina pela furina no figado, para permitir que a expressao e
maturacdo da insulina ocorra de forma eficiente nas células hepaticas, que nao ¢

naturalmente o 6rgao de expressao natural da insulina (Alam et al., 2013).

Promotor Albumina Insulina Humana
(360 - 696) M2 (81141 - 1473)
Alfa fetoproteina VEGF translacional Albumina Humana
enhancer (1-255) . enhancer (977-1140) (1274-2347)
3xGIREs HGH Intrao

(269-359) (697-976)

Figura 3: Representacdo esquemadtica da composi¢do de uma sequéncia
nucleotidica para transferéncia genética, desenhada de forma a possibilitar uma

expressao autorregulada da insulina (adaptado de Alan et al., 2013).



Terapia Genética: Métodos e Aplicacdes

il.Liii. Inibicao da expressio de um gene

Se um gene mutado produz, ndo s6 uma proteina nao funcional, como também
prejudicial para a célula, pode-se recorrer a sequéncias oligonuclotidicas antisense, isto
¢, sequéncias de oligonucledtidos que se ligam ao DNA do gene, impossibilitando a sua
transcricdo, ou a RNA de interferéncia, sequéncias de RNA de cadeia simples,
complementares a0 mRNA transcrito, impedindo a sua tradugdo no ribossoma em
proteina. Em ambos os casos ndo ocorre expressao do gene mutado (figura 4) (Read e

Strachan, 2010).

Inibi¢ao da expressio de um gene

Oligonucleotido

antisense

CéL com alelo Alelo prejudicial
mutante DIOCH niao expresso
prejudicial £ Fenoétipo normal

Figura 4: Representagdo esquematica da inibicao da expressdo de um gene

através da terapia genética (adaptado de Read e Strachan, 2010).

Esta técnica ¢ util nas abordagens onde se tenta inibir a expressao de alguns
genes com papéis importantes no desenvolvimento de certas patologias.

Para o tratamento de cancro no cérebro de ratinhos, Zhang e a sua equipa
recorreram a plasmideos que permitem a transcricdo de mRNA antisense do fator de

crescimento epidermal (EGFR). O EGFR estimula a proliferagao celular e assume um
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papel importante no desenvolvimento e progressao de tumores e encontra-se com
expressao aumentada em células tumorais. O plasmideo ¢ veiculado no interior de um
lipossoma com anticorpos de superficie especificos para o local onde a expressao da
sequéncia ¢ desejada, para que exerga a sua fungdo apenas nas células tumorais. Neste
caso os anticorpos de superficie sao especificos para o recetor da transferrina do ratinho
(mTFR), permitindo ultrapassar a vasculatura tumoral, e o recetor da insulina humana
(HIR), que facilita a entrada através das membranas plasmatica e nuclear das células
tumorais do cérebro (Zhang et al., 2002).

O plasmideo utilizado, com um tamanho de 11.0 Kb, possui 700 nucleétidos de
uma sequéncia antisense do EGFR, correspondente aos nucleotidos 2317 a 3006 do
mRNA do EGFR humano. A transcri¢ao ¢ assegurada por um promotor do virus simio
40 (SV40). O plasmideo também expressa o antigénio nuclear 1 do virus de Epstein
Barr (EBNA-1) e uma origem de replicacao plasmidica (oriP), que permite apenas um
ciclo de replicagdo epissomal por cada ciclo mitotico (figura 5). A sequéncia antisense
transcrita emparelha com o mRNA enddgeno, reduzindo de forma significativa a
expressao da proteina EGFR em cerca de 79%, dificultando desta forma a proliferacao

das células tumorais (Zhang et al., 2002).
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EGFR
antisense

Figura 5: Vetor plasmidico com anticorpos monoclonais de superficie
responsaveis por encaminhar o vetor para as células tumorais presentes no cérebro do
ratinho, com uma sequéncia de mRNA antisense do gene EGFR (adaptado de Zhang et

al., 2002).

ii.i.iv. Morte de células doentes

Se existir a necessidade de provocar a morte de uma célula, quer por ela estar
infetada com um virus, para evitar a transmissao para outras células, quer no caso de
células tumorais, para evitar a sua propaga¢dao para o resto do corpo, poderemos
veicular um gene que, quando expresso, produz uma proteina toxica para a célula,
provocando desta forma a sua morte, ou, alternativamente, pode ser veiculado nas
células doentes um gene que codifica uma proteina que, quando metabolizada ou
ativada por exposi¢ao a uma radiagdo ou composto quimico, forma um produto toxico

para a célula, provocando a sua morte (figura 6) (Read e Strachan, 2010).

Num ensaio clinico de fase I para o tratamento do cancro da préstata humano
foi transferido um conjunto de genes suicidas, nomeadamente o da citosina desaminase

(CD) e o da timidina cinase do virus Herpes simplex do tipo 1 (HSV-(1)-TK), enzimas
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que, uma vez na presenca de 5-fluorocitosina e ganciclovir, respetivamente, geram
metabolitos toxicos para a célula, no primeiro caso um antimetabolito da pirimidina, e
no segundo um antimetabolito da desoxiguanosina trifosfato. Estes antimetabolitos vao
impossibilitar a divisdo celular dessas células, uma vez que, sendo andlogos de
intermedidrios da replicacao, bloqueiam o processo ao ocuparem o lugar deles (Freytag
et al., 2002).

A expressao dos genes apenas em células neopldsicas permite que as pro-drogas
sejam téxicas apenas nesse local, pois sé ai se encontram presentes as enzimas que as
metabolizam e as ativam na sua forma toxica, conferindo alta especificidade a este
método, por oposi¢do aos métodos atuais de quimioterapia que ndo conseguem ser tao

especificos e seletivos, com indmeros efeitos secundérios (Freytag et al., 2002).

Morte das células doentes

os——
Gene toxico

Cél mortas pela
toxina exposta

Células doentes

Gene para pro

droga ¥
Células doentes "

Pro droga Cél mor.tns pelo

metabolismo da

pro-droga toxica

Figura 6: Representacao esquematica da morte de células doentes através da

terapia genética (adaptado de Read e Strachan, 2010).
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ii.i.v. Morte assistida de células doentes

Nesta situagcdo a morte nao € provocada diretamente pela expressao de um gene,
mas sim através do sistema imune do proprio individuo.

Existem duas estratégias diferentes, numa delas um gene, quando expresso,
produz proteinas de superficie estranhas ao sistema imune e desta forma gera uma
resposta imunitaria, € a célula ¢ eliminada. A outra estratégia consiste na expressao de
um gene de uma citocina, molécula sinalizadora do sistema imune que serve para
mediar respostas imunitarias. A expressao pode ocorrer na superficie da célula doente
a eliminar ou entdao em células do sistema imune para intensificar a sua resposta, quer
através da producao de anticorpos, quer por um aumento das células apresentadoras de

antigénios (figura 7) (Read e Strachan, 2010).

Num ensaio clinico, Qin e a sua equipa, recorrendo a um adenovirus,
conseguiram incorporar na expressao das células tumorais o gene do interferao beta 1
humano. A sua expressao no interior das células tumorais estimulou o sistema
imunitario através de um aumento da expressao do complexo de Histocompatibilidade
Major Classe I, complexo essencial na apresentagao de antigénios aos linfocitos, o que
levou a que ocorresse uma resposta imunitaria, o aumento da atividade dos linfocitos T
citotoxicos, o aumento do nimero de linfocitos T helpers e a ativagao dos macrofagos
e dos linfocitos natural killers (NK), tanto nos modelos in vivo como ex vivo. Estes
efeitos, provocados indiretamente pela expressao do interferdo, levaram a uma
regressao dos tecidos tumorais. Esta abordagem apresenta resultados promissores para

o tratamento de doengas de foro oncologico (Qin et al., 2001).

11
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Figura 7: Representacdo esquematica da morte assistida das células doentes

através da terapia genética (adaptado de Read e Strachan, 2010).

ii.i.vi. Morte de células doentes recorrendo a oncolise

Neste método utiliza-se o tropismo natural de alguns virus por determinados
tipos de células, de forma a que sua replicagdo no interior das células provoque a lise
celular das células doentes e, com a perda da integridade estrutural, a sua morte.

O tropismo natural de um virus por determinado tipo de células constitui parte
do mecanismo de seletividade e especificidade deste método. Sao também adicionadas
alteragdes nas sequéncias genéticas dos virus para que ocorra uma maior expressao das
proteinas virais na presenga de promotores especificos dos tecidos onde se pretende que

ocorra a morte celular (revisto em Kwiatkowska et al., 2013).
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Yool e os seus colaboradores desenvolveram um virus oncolitico, ou seja, um
virus com a capacidade de replicar e destruir células tumorais, desenvolvido a partir do
virus do Herpes simplex do tipo I (HSV-I), denominado de 34.5ENVE, para o
tratamento de gliomas. Os resultados in vivo € ex vivo em ratinhos sdo promissores,
ocorrendo uma visivel diminuicdo da microvasculatura, essencial para o
desenvolvimento e progressao tumoral, e um aumento da necrose dos tecidos tumorais.
O virus 34.5ENVE nao possui o gene codificador da proteina icp34.5, proteina
essencial para conferir neuroviruléncia e permitir desta forma que o virus se replique
nos neurénios do cérebro ou da espinal medula. Sem este gene o virus nao consegue
replicar em células neuronais saudaveis, as suas defesas sao suficientes para o impedir,
conferindo seletividade ao virus que se ira replicar essencialmente em células tumorais.
Além disso, possui um promotor sensivel a proteina nestina, que normalmente ¢ apenas
expressa em células jovens ou entdo em células que se encontram em divisao como no
caso das células tumorais. A especificidade da replicagdo e o crescimento acelerado
deste virus no interior das células doentes acaba por provocar a lise celular e sua

destruicao (Yool et al., 2012).

ii.i.vii. Morte de células doentes recorrendo a apoptose programada

O organismo humano tem mecanismos de defesa naturais para evitar o
aparecimento ¢ a proliferagdo de células cancerigenas, como ¢ o caso dos genes
supressores tumorais, como o p53, pl16, p27, entre outros, responsaveis pela reparacao
do DNA, pela morte celular programada, ou apoptose, e pelo controlo da proliferacao
celular. Em tecidos tumorais, os genes que normalmente codificam essas proteinas
encontram-se silenciados ou mutados. A proteina p53 ¢ considerada um dos principais
mediadores de apoptose e inibigdo da multiplicagdo celular e encontra-se inativa em
grande parte dos tecidos tumorais. Nesta abordagem da terapia genética fornecem-se as
células copias funcionais de um ou mais destes genes supressores tumorais, de forma a
evitar a progressao das células neoplasicas ou com proliferagao descontrolada (revisto

em Kwiatkowska et al., 2013).

13



Terapia Genética: Métodos e Aplicacdes

A hipertensao arterial pulmonar tem na sua génese anomalias adquiridas ou
herdadas existindo, numa grande parte dos casos, uma supressao da apoptose normal,
importante para controlar a proliferacdo celular nas paredes vasculares, aumentando a
resisténcia vascular e como tal a pressao. As paredes vasculares destes doentes tém uma
expressao aumentada de survivina, um inibidor da apoptose que se encontra presente
em elevada quantidade na grande maioria dos tecidos tumorais (McMurty et al., 2005).

Num ensaio clinico, McMurty e os colegas recorreram a terapia genética para o
tratamento da hipertensao arterial pulmonar. Para isso, administraram aos pacientes,
por inalagdao, um adenovirus com uma copia mutada da proteina survivina, a survivina
M, com uma substitui¢do da treonina 34 por uma alanina, que impede que ocorra a
fosforilagdo pela ciclina B1 cinase. E condigdo essencial para que possa desencadear o
processo de apoptose que a survivina se encontre desfosforilada. Neste caso, a survivina
original, por sua vez, nao consegue ser fosforilada porque a cdpia mutada acaba por
monopolizar o acesso a ciclina Bl cinase. Através da diminuicdo dos niveis de
survivina fosforilada, os tecidos podem realizar os processos normais de controlo da
proliferagao celular através da apoptose, reduzir a resisténcia vascular e,

consequentemente, a pressao vascular arterial (McMurty et al., 2005).

A figura 8 resume os diversos mecanismos de eliminacao celular seletiva por

terapia genética.
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2.2. Tipos de terapia genética

Existem essencialmente duas abordagens na terapia genética, baseadas no tipo
de células em que ¢ realizada a insercdo dos genes, que podem ser germinais ou
somaticas.

Na primeira abordagem, os genes adquiridos podem ser passados as geragdes
futuras, constituindo parte integrante do genoma presente em todas as células do
organismo. Relativamente a terapia genética das células somaticas, as alteragdes sao
limitadas ao proprio individuo, ndo passando a futuras geragdes, e normalmente

restringem-se a uma zona particular do organismo (Read e Strachan, 2010).

ii.ii.i. Terapia genética em células germinais

Na terapia genética das células germinais a insercao dos genes ¢ feita no zigoto,
célula dipléide resultante da fecundacdo, ou entdo nas células germinais, o é6vulo ou o
espermatozoéide, ou nas suas respetivas células precursoras (figura 9). A introducao do
gene ira fazer com que todas as células que se desenvolvam a partir dessa célula incluam
esse gene como parte integrante do seu genoma, incluindo os proprios gametas dessa
nova geragdo. Esta abordagem teoricamente seria a mais eficiente, mas coloca sérias
questdes ¢€ticas, pois existe um conhecimento insuficiente do impacto e das
consequéncias desta abordagem para as geracoes futuras, o que faz com que esta seja a
abordagem menos consensual. Inclusivamente, existe legislagdo em varios paises que
a proibe (Nielsen, 1997). Deste modo, atualmente nao ¢ aconselhavel efetuar ensaios
clinicos em humanos recorrendo a terapia genética de linha germinal, mas no futuro,
com o aperfeigoamento das técnicas e aumento da sua seguranga, podera constituir uma
alternativa mais eficiente de introduzir simultaneamente as alteragdes em todas as

células de um organismo.
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Figura 9: Terapia genética da linha germinal em mamiferos (adaptado de

Griffiths et al., 2005).
i.ii.ii. Terapia genética das células somaticas

Na terapia genética das células somaticas, a inser¢cdo dos genes ocorre, como 0o
nome indica, nas células somaticas, ou seja, c€lulas que ndo sao gametas nem originam
gametas e constituem a grande maioria das células presentes num organismo. Nao
ocorre transmissao dos genes inseridos as geragdes futuras, mas sempre que uma célula
na qual foi inserido o gene se divide, através da mitose, em duas, cada uma delas ira
conter um gene funcional (figura 10). Neste caso, a alteracdo da constituicdo genética
do individuo restringe-se apenas a ele e ndo ¢ transmitida aos seus descendentes. Esta
abordagem ¢ a mais comum e representa a grande maioria dos estudos e dos ensaios

clinicos (Griftiths et al., 2005).

Transgene

Clones Transgénicos
< -

J ¢ © ,

Figura 10: Terapia genética das células somaticas (adaptado de Griffiths et al.,

2005)
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2.3. Transferéncia genética

Este processo de transferéncia envolve a introdugao de uma sequéncia de DNA
numa populacao de células ou tecidos, resultando assim na transcri¢do e traducao de
um gene, ou sequéncia, com efeitos terap€uticos. A transferéncia de genes ou
sequéncias pode ser realizada através de duas vias:

Ex vivo — extracao das células alvo do paciente para introducdo do gene ou
sequéncia de interesse, procedendo-se posteriormente ao transplante das células
geneticamente alteradas para o individuo. A grande vantagem deste método ¢
possibilidade de fazer uma triagem antes do transplante das células, desta forma
permitindo que apenas as células com as alteragdes desejadas se repliquem e sejam
transplantadas (Hall e Kang, 2003).

In vivo — administragdo direta do gene ou sequéncia terapéutica no organismo
do individuo, podendo-se utilizar nesta técnica, por exemplo, vetores. Util quando se
pretende inserir o gene ou sequéncia terapéutica numa zona extensa ou quando o tecido

nao ¢ facilmente acessivel (Hall e Kang, 2003).

Existem trés categorias de métodos de transferéncia genética. Sao estes os
métodos fisicos, nos quais o gene ¢ introduzido mecanicamente nas células, os métodos
quimicos, com recursos a precipitados catidnicos e vetores, que podem ser virais, se 0
veiculo de transferéncia for um virus, ou ndo virais, se o veiculo ndo for um virus.

No processo de selecdo entre um destes métodos fundamenta-se a escolha
consoante o tipo de patologia e o tipo de células alvo. Outros fatores também tém que
ser tidos em consideragdo tais como o tamanho do gene a ser expresso, bem como a

duracdo e a quantidade/extensdo da expressdo que se pretende.
ii.iii.i. Métodos fisicos
Microinjecdo — introducao de uma pequena quantidade de DNA diretamente

no nucleo da célula alvo sem a ajuda de uma molécula transportadora. Normalmente

recorre-se a um micromanipulador e, com a ajuda de um microscopio, injeta-se o
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material genético exdgeno, que se encontra no interior de uma micropipeta, diretamente
no nucleo (figura 11).

Para que se possa recorrer a este método, ¢ importante que a célula seja
relativamente estdtica e tenha um nucleo volumoso e bem delimitado. As células
musculares contrateis podem alterar a sua conformacdo com muita facilidade,
dificultando a tarefa de transferéncia.

E 0 método mais antigo, sendo, no entanto, a forma mais segura de garantir que

o DNA ¢ transferido para dentro do nucleo celular (Li e Huang 2000).

Figura 11: Microinjecdo com recurso a uma micropipeta, diretamente no

nucleo celular (King, 2004).

Eletroporacao — sao aplicados impulsos elétricos alternados e controlados nas
células em contato com DNA plasmidico. Esta corrente ¢ capaz de abrir poros na
superficie celular de forma transiente, que facilitam a entrada de material genético no
interior das células. Os impulsos elétricos sao aplicados de forma a alterar a voltagem
transmembranar do valor fisiolégico de 0.1 V para 0.5 a 1 V durante micro a
milissegundos, o que permite a formagdo de poros com diametro na ordem dos
nanometros.

A intensidade da corrente aplicada vai variar conforme o tipo e dimensao da
célula. Cerca de 50% a 70% das células expostas a um campo elétrico elevado acabam

por morrer, devido a disrup¢ao das membranas celulares.
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Para utilizar este método ex vivo, sdo usadas cuvetes de eletroporagao,
constituidas por duas placas de aluminio em cada um dos lados do recipiente, de forma
a criar um campo magnético. Sao pipetadas células em suspensdo para as cuvetes, sendo
estas depois colocadas num eletroporador, o qual aplica a referida corrente elétrica.

A utilizagdo deste método in vivo envolve a utilizagdo de elétrodos de
dimensdes reduzidas, aplicados no tecido onde se pretende que ocorra a transferéncia
genética, de forma a permeabilizar as células do local. A introducao de plasmideos in

vivo pode levar a uma elevada e por vezes exagerada resposta imune (Wells, 2004).

Biobalistica (gene gun) — Apesar da multiplicidade de métodos utilizados para
introduzir o DNA dentro das cé€lulas, a verdade ¢ que continua a haver desafios técnicos
nos métodos convencionais utilizados, nomeadamente quando se pretende fazer a
transferéncia em plantas, devido a existéncia de parede celular, ou em determinados
organelos, como as mitocondrias. Na biobalistica projetam-se microesferas a alta
velocidade, capazes de perfurar e atravessar duplas membranas e mesmo a parede
celular. Neste método utilizam-se microesferas de metal revestidas por DNA
plasmidico. Estas esferas, de ouro ou tungsténio, de didmetro variavel, sdo projetadas a
uma velocidade elevada sobre as células. Algumas destas células vao incorporar o
referido DNA de forma espontdnea no seu genoma. A eficacia deste método varia
consoante o tipo de célula, o meio de cultura, o tipo de municao, as configuracdes do
aparelho de biobalistica e do crescimento celular do meio. Este método causa uma

morte celular elevada (Templeton, 2008).

Sonoporagao — O recurso a ultrassons pode aumentar a permeabilidade da
membrana celular, permitindo que macromoléculas como o DNA plasmidico entrem
na célula. Com a irradiacdo de ondas ultrassonicas no tecido, formam-se poros
reversiveis de cerca de 100 nandmetros de didmetro. Durante um curto periodo de
tempo, esses poros vao permitir a entrada para o interior da célula de DNA plasmidico.
Sao utilizadas neste método, como veiculo, microbolhas, pequenas esferas de gas que
sao formuladas de forma a poderem trazer no seu interior uma carga, neste caso DNA
plasmidico. Estas microbolhas sdo sensiveis aos ultrassons e, quando sujeitas a estes,

perdem a sua integridade estrutural, libertando para o meio circundante a sua carga,
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apenas no local onde sdao emitidas as ondas ultrassonicas, conferindo especificidade ao
método. Simultaneamente, os ultrassons induzem a formacdo de pequenos poros
transientes na membrana celular da célula alvo, permitindo que o DNA plasmidico,
apoés se encontrar no interior da célula, consiga direcionar-se ao ntcleo da célula alvo.
Esta técnica ¢ segura e flexivel e parece possuir muitos dos atributos de uma técnica de
transferéncia ideal para a terapia genética: ndo ¢ invasiva e ¢ bem tolerada num

intervalo longo de frequéncias (figura 12) (Newman e Bettinger, 2007).
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Figura 12: Representacdo de um método de transferéncia genética que utiliza
microbolhas com ultrassons. Estes ultrassons fazem com que a bolha rebente e que o

conteudo plasmidico seja libertado no local desejado (adaptado de Blomley, 2001).

ii.iii.ii. Métodos quimicos
Nos métodos quimicos, os compostos utilizados sao por norma catidnicos, de

modo a que a sua carga positiva interaja com os fosfatos do DNA, que t€ém carga

negativa. Baseiam-se sobretudo na utilizagdo de precipitados de DNA plasmidico
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complexado com catides calcio. O DNA plasmidico ¢ adicionado a uma solugdo de
cloreto de célcio e posteriormente a uma soluc¢ao de tampao de fosfato. Os precipitados
criados penetram para o interior da c€lula por endocitose. Este método ¢ simples e
pouco dispendioso, contudo a eficiéncia da transferéncia ¢ bastante reduzida, na ordem

de 1% (Sambrook et al., 2001).

il.iii.iii. Utilizacao de vetores

Os vetores oferecem a possibilidade de transportar no seu interior, de forma
especifica, material genético para o local onde € necessario que ocorra a sua
incorporagdo no genoma da célula de um determinado tecido. Os vetores podem ser
virais ou nao virais (Kresina, 2001).

Atualmente existem diversos vetores que sdao utilizados na terapia genética
(figura 13), mas nao existe um que se destaque de todos os outros como o vetor ideal,
porque para que isto ocorresse esse vetor deveria reunir uma série de carateristicas,
como permitir a incorporagdo e expressao regulada de um ou mais genes, ser especifico
na sua transferéncia genética para a cé€lula alvo, ndo ser imunogénico ¢ ndo produzir

resposta inflamatoria e ainda ser estavel e facil de obter (Kresina, 2001).
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Adenovirus 22,5% (n=496)
Retrovirus 18,8% (n=415)

DNA plasmidico/nu 17,5 (n=386)
Virus Vaccinia 7,3% (n=162)
Virus Adeno-associado 5,8% (n=127)
Lipossomas 5,2% (n=115)
Lentivirus 4,6% (n=101)
Poxviridae 4,6% (n=100)

Virus Herpes simplex 3.1% (n=68)
() Outros vetores 7,4% (n=163)

@ Desconhecidos 3.3% (n=73)

00000000

Figura 13: Distribuicao percentual dos protocolos utilizados com os diferentes
tipos de  vetores (adaptado de  http://www.wiley.com/legacy/wileychi/

genmed/clinical/).

ii.iii.iii.i. Vetores virais

A grande maioria dos vetores utilizados encontram-se nesta categoria, na qual
¢ utilizado todo o engenho que a propria natureza gerou e aperfeicoou ao longo de
milhdes de anos através da selecao natural e concretizou sob a forma de virus,
organismos altamente especializados em sabotar a maquinaria celular e utiliza-la para
produzir as suas proprias proteinas. Para atingirem esse objetivo, os virus sdo capazes
de injetar no nucleo das células hospedeiras os genes necessarios para produzir as
proteinas desejadas e estes podem ou ndo ficar integrados no préprio genoma da célula

(Kay et al., 2001).
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a) Vetores recombinantes de retrovirus

Os retrovirus pertencem a familia dos Retroviridae e sao caraterizados por
possuirem uma membrana bilipidica, origindria da separagdo da célula infetada, e um
genoma constituido por uma tnica cadeia de mRNA, na ordem dos 7-10 kb de tamanho,
complexada com proteinas. Os retrovirus possuem a capacidade de integrar o seu
genoma na célula do hospedeiro na forma de DNA de cadeia dupla, constituindo um
provirus. Recorrem a uma transcriptase reversa para converter o seu RNA em DNA e
a uma integrase retroviral, que auxilia a integragao do DNA virico no genoma da célula
hospedeira, possibilitando desta forma que, sempre que ocorra divisao celular, as novas
células incluam esse DNA como parte integrante do seu genoma. A integragdo pode
ser, em alguns casos, uma vantagem deste vetor, contudo o processo de integragao nao
esta totalmente compreendido e ndo € controldvel, podendo ocorrer sobreposi¢do com
genes da célula hospedeira. Neste caso, poderiam ocorrer mutagdes com consequéncias
nefastas para o individuo, como no caso da disrup¢do de genes responsaveis pelo
controlo da divisao celular, ativagdo de oncogenes ou inativacdo de genes supressores
tumorais, podendo dar origem a células tumorais. Outra grande desvantagem deste
processo ¢ a impossibilidade de reverter ou terminar a terapia, pois a integracao dos
genes ¢ permanente e nao reversivel (Kresina, 2004).

O genoma dos retrovirus € constituido por genes e sequéncias essenciais para a
sua replicacdo. Algumas dessas sequéncias sdo necessarias para que o virus consiga
transmitir a sua informagao genética para o genoma da célula. Entre elas estao quatro
sequéncias cis, que sao imprescindiveis para que se forme um provirus: as repeticoes
terminais longas (LTR), sequéncias flanqueadoras que possuem cerca de 600
nucledtidos e que se encontram nas extremidade 5” e 3" do provirus, o local de ligacao
do primer (PBS), onde se liga o iniciador, permitindo que seja iniciada a transcrigdo, a
cadeia de polipurinas, sequéncia de purinas essencial na transcri¢do reversa para DNA,
e a sequéncia de empacotamento, necessaria durante a replicacdo para o
empacotamento do RNA na capside do virus (Kresina, 2004).

Estas sequéncias sao mantidas no vetor terapéutico, no entanto, os genes gag,
pro, pol e env, que codificam proteinas estruturais do virus e enzimas necessarias para

a sua replicagdo, sao removidos do genoma (figura 14). Desta forma, o genoma do
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veiculo retroviral apenas possui um promotor, o gene terap€utico € as sequéncias cis
necessarias para a formagao de um provirus. O veiculo retroviral, como nao possui
sequéncias codificantes de componentes essenciais para a integridade e replicacao do
virus, torna-se num virus deficiente do ponto vista replicativo, diminuindo o risco de
infecdes generalizadas e de consequentes reacdes imunitarias exacerbadas (Read e
Strachan, 2010).

As proteinas codificadas pelos genes removidos do genoma do vetor (gag, pol
e env) sdo expressas por recurso a uma linha celular de empacotamento.
Posteriormente, estas vao ser empacotadas no vetor retroviral, juntamente com o
plasmideo contendo o gene terapéutico e as sequéncias cis, na célula de empacotamento
para que o vetor consiga infetar as células hospedeiras (figura 14).

Quando a inser¢ao de transgenes ¢ feita em células em constante divisao celular,
se nao ocorrer integragdo no genoma, o efeito de diluicdo tem um impacto importante,
uma vez que as células filhas ndo herdam esse material genético e ndo expressam as
proteinas correspondentes. O facto de os retrovirus efetuarem a integracao dos seus
genes no genoma da célula hospedeira implica que as células que sofram divisao celular
ja possuam os transgenes e, desta forma, continuem a produzir as proteinas desejadas.
Por outro lado, se se pretender utilizar células que ndo se encontrem em divisao celular,
recorre-se a uma subclasse de retrovirus, denominados de lentivirus, que possuem a
capacidade de infetar este tipo de células. A grande maioria das intervengdes recorrendo

aos retrovirus ocorrem ex vivo (McTaggart e Al-Rubeai, 2002).
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Figura 14: Preparacdo de um vetor retroviral (adaptado de Read e Strachan, 2010).

b) Vetores recombinantes de adenovirus

Os adenovirus pertencem a familia Adenoviridae e sdo caraterizados por nao
possuirem membrana lipidica. Sao rodeados por glicoproteinas capsidicas e ¢
constituido por um genoma relativamente grande, de 26 kb a 48 kb, de DNA em cadeia
dupla (George, 2003).

Dentro das células, os adenovirus encontram-se sob a forma nado integrada, ou
seja, nao ocorre a integragao dos seus genes no genoma da célula hospedeira pelo que,
no caso de células com um elevado indice mitotico, pode ocorrer o efeito de diluigdo.

Desta forma, a sequéncia genética, terd que ser readministrada para que a acdo
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terapéutica seja prolongada. Por outro lado, ndo ocorrem as eventuais mutagdes
provocadas pela integracao aleatéria da sequéncia genética no genoma da célula
hospedeira e, se por algum motivo houver o desejo de suspender o tratamento, basta
descontinuar a administragdo do virus, o que torna este método completamente
reversivel. Outras vantagens destes vetores sdo: possuirem uma elevada eficiéncia na
transferéncia dos transgenes, devido ao elevado numero de copias do veiculo que
infetam a cé€lula, a possibilidade de permitirem a transferéncia de genes de maiores
dimensdes, da ordem dos 36 kb, pelo facto de possuirem um genoma maior, a
capacidade de poderem infetar células que nao se encontram em divisao e apresentarem
um elevado tropismo, ou seja, uma potencialidade de infe¢ao de um largo espectro de
c¢lulas. No entanto, devido ao elevado numero de proteinas expressas na sua superficie,
sdo imunogénicos, podendo causar uma forte resposta do sistema imunitario, com
eventual faléncia de 6rgdos, o que inclusivamente ja levou ao falecimento de um
paciente sujeito a um tratamento com este vetor. Esta resposta imunitaria exacerbada
também pode ser responsavel por uma diminui¢do da eficidcia das administragdes
subsequentes, levando a fendémenos de resisténcia a terapia. Para ultrapassar estes
problemas, quando o adenovirus ¢ utilizado como vetor, sdo retiradas sequéncias do
seu genoma que nao sao essenciais para a sua fun¢ao como vetor e que reduzem a sua
imunogenicidade (figura 15), também podendo ser utilizados imunossupressores. A
expressao transiente do transgene, carateristica deste vetor, torna-o pouco eficiente no
tratamento de deficiéncias monogénicas, mas adequado no tratamento de doengas onde
¢ requerida uma expressdo de curto prazo, como em alguns tratamentos de cancro

(George, 2003).
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(b) ITR

Figura 15: Preparacdo de um vetor recombinante de adenovirus. Adenovirus
no estado natural (a), com todos os genes estruturais presentes; (b) como vetor, com a
remogao dos genes estruturais da zona E1 e adicdo do promotor ¢ do gene terapéutico
no seu lugar; (c) na linha celular de empacotamento sdo expressas as proteinas
necessarias para formar a estrutura do virus, utilizando os genes estruturais da zona E1,

retirada anteriormente na conce¢ao do vetor (adaptado de Kresina, 2004).

¢) Vetores recombinantes de virus adenoassociados

Os virus adenoassociados pertencem a familia dos Parvoviridae. Sao pequenos
parvovirus encapsulados com genoma de cadeia de DNA linear e pequena que codifica
poucos genes. A sua replicagdo esta dependente da presenca de um adenovirus.
Consoante o tipo de cé¢lula que infetam, pode ocorrer a integracao do contetido genético
no genoma da célula, constituindo assim um provirus, ou entdo ocorrer replicagdo sem
ocorrer a integragao. Possuem um elevado tropismo e podem infetar células que nao
estejam em divisdo. Aparentemente possuem uma baixa patogenicidade, pois nao sao
reconhecidas nos humanos patologias causadas por esta classe de virus. Este vetor
apresenta algumas das carateristicas importantes das classes dos retrovirus e
adenovirus, como, respetivamente, a possibilidade de ocorrer a integragdo no genoma

da célula e a elevada eficiéncia na transferéncia dos genes devido ao elevado nimero
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de copias por célula infetada (Flotte, 2004). Relativamente a integracdo no genoma,

neste caso existe a vantagem adicional de esta poder ser controlada, ocorrendo num

local especifico do cromossoma 19 humano. Esta carateristica reduz o risco de

mutagénese que se verifica na transferéncia de genes retrovirais (Surosky et al.,1997).

principais vetores virais utilizados na terapia genética.

A tabela 1 resume as principais vantagens e¢ desvantagens associadas aos

Tabela 1: Vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de vetores virais.

Tipo Genoma Tamanho Vantagens Desvantagens
, Integracdo no genoma da célula Infetam maioritariamente células em
Retrovirus ssSRNA  7-10kb Efagao o 8 Heta
~ , divisdo
Transdugdo estavel
. . Expressao variavel
Linha de empacotamento estaveis p
S . R Insercdo mutagénica
Minimizag¢do do efeito de dilui¢do ¢ &
Limite do tamanho do transgene
Dificil de transmitir in vivo
, Transmissao in vivo Alta imunogenicidade
Adenovirus dsDNA ~ 36 kb £
Transferéncia altamente eficiente Transdugdo altamente variavel
devido ao elevado numero de vetores . . I
. Altamente infeciosos; possibilidade
por célula . ~ .
de infegdes letais.
Possibilidade de transmitir transgenes N .
. Expressdo do gene transiente,
relativamente grandes o ,
principalmente em células em
Impossibilidade de ocorrer inser¢io divisdo
mutagénica
, Elevado tropismo Baixa expressao
Virus ssDNA ~5kb ® P
adenoassociado Transmissao in vivo Limite do tamanho do transgene

Integracdo no genoma da célula num
local especifico.

Transdugao potencialmente estavel

Baixa imunogenicidade

Necessidade da presenga do
adenovirus para que ocorra a infe¢ao
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ii.iii.iii.ii. Vetores nao virais

As alternativas aos vetores virais t€ém vindo progressivamente a aumentar. O
recurso aos virus, que naturalmente sdo organismos parasitarios € responsaveis por
muitas doengas, sdo fatores que levam a alguma apreensdo na hora de os utilizar como
agentes terapéuticos. Os ensaios clinicos que, no passado, ndo correram da forma
esperada sao rapidamente recordados na hora do recurso aos virus.

Por estes motivos, foram desenvolvidos alguns métodos alternativos para a
veiculacdo de transgenes nos quais nao se recorre a um virus. Estes vetores nao causam
qualquer tipo de doenga, sdo pouco téxicos € ndo ocorre recombinagdo com virus
endogenos. Também nao existem efeitos oncogénicos na sua utilizagdo, assim como

ndo ocorre uma resposta imune exagerada (Li e Huang, 2000).

a) Vetores baseados em lipossomas

Os plasmideos sdo sequéncias circulares de DNA em cadeia dupla que
possuem a capacidade de replicacao de forma auténoma dos cromossomas do nucleo
da cé¢lula. Naturalmente utilizados pelas bactérias no processo de troca horizontal de
genes, importante nos fenomenos de resisténcia a antibidticos, estes também podem ser
utilizados como uma forma pratica de veicular genes para o interior de células. Isolados,
sdao ineficientes, mas recorrendo aos lipossomas, vesiculas esféricas de camada
bilipidica em cujo interior irdo ser transportados os plasmideos, a taxa de sucesso ¢
muito superior. Podem ser colocadas na superficie dos lipossomas determinadas
proteinas que sO interagem com as proteinas da superficie de tecidos especificos,
permitindo que esta carga genética chegue apenas as c€lulas onde eles realmente sao
necessarios, conferindo especificidade a este processo. Os lipoplexes sao lipossomas
essencialmente constituidos por lipidos catidonicos que complexam com o DNA ¢ a sua
carga negativa, oferecendo protecdo conta a degradacao do DNA pela célula (figura

16). Este método ¢ considerado seguro e pouco imunogénico (Yi et al., 2000).
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Figura 16: Vetores baseados em lipoplexes (adaptado de Pankajakshan e

Agrawal, 2013).

b) Vetores baseados em dendrimeros

Os dendrimeros sdao polimeros ramificados, geralmente com varias camadas
concéntricas. O numero de mondémeros por camada aumenta proporcionalmente
consoante a distancia ao centro. Possuem usualmente simetria em relagdao ao nucleo,
adotando uma morfologia esférica tridimensional. Estes vetores apresentam sobretudo
carga positiva que, através de interagao electroestatica com a carga negativa do DNA,

permite que este complexe e fique alojado nas pequenas cavidades formadas pela
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ramificacdo do polimero. Quando comparados com os virus, os dendrimeros sao menos
toxicos e com uma atuagdo mais previsivel, sendo também facilmente produzidos e a
um custo inferior. Contudo, estes vetores ndo possuem nem a eficiéncia nem a

especificidade proporcionada pelos vetores virais (Nanjwade et al., 2009).
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I11. PRINCIPAIS APLICACOES DA TERAPIA GENETICA

Inicialmente a terapia genética estava direcionada para as doengas hereditérias
causadas, normalmente, por defeitos num unico gene como a fibrose cistica,
hemoglobinopatias, hemofilia e distrofia muscular.

Mais recentemente, varios ensaios clinicos de terapia genética foram utilizados
no tratamento de doengas adquiridas, representando 8% destes ensaios as doengas
infeciosas, 8,4% as doencas cardiovasculares e 64,4% as doengas do foro oncoldgico,
como o cancro da pele, cancros neuroldgicos, cancros gastrointestinais, cancro do

ovario, cancro do pulmao e leucemia, entre outras (figura 17) (Ginn et al., 2012).

Doencas cancerigenas 64.4% (n= 1186)
Doencas monogénicas 8,7% (n=161)

Doencas cardiovasculares 8.4% (n=155)|

Doencas infeciosas 8% (n=147)
Doenc¢as neuronais 2% (n=36)
Doengas oculares 1.5% (n=28)
Doencas inflamatérias 0,7% (n=13)
Outras doencas 1,4% (n=25)

@ Marcador de gene 2.7% (n=50)

) Voluntarios saudaveis 2.3 % (n=42)

0000000

Figura 17: Distribuicdo em percentagem dos ensaios clinicos realizados

mundialmente até 2012 (adaptado de Ginn et al., 2012).
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3.1. Doencas hereditarias

iii.i.i. Fibrose cistica

A fibrose cistica ¢ uma doenga monogénica grave de transmissao autossomica
recessiva, determinada por uma mutacdo no gene do regulador de condutancia
transmembranar da fibrose cistica (CFTR). Esta proteina exerce um papel determinante
no transporte iénico de Na", K™ e CI” através das membranas epiteliais. A auséncia de
pelo menos um alelo funcional origina secregdes espessas € viscosas, responsaveis pela
grande maioria dos sintomas da doenca. As hipersecre¢des nos pulmdes sao a principal
causa de mortalidade da doenga. Trata-se de uma das principais doencas hereditérias
recessivas entre os caucasianos, constituindo, naturalmente, dentro das doencas
monogénicas, a patologia com mais ensaios clinicos com recurso a terapia genética
(Boucher, 2002).

A restituicdo de uma copia funcional do gene CFTR ¢ a principal estratégia
utilizada, de forma a normalizar o transporte idnico transmembranar. Ja foram tratadas
em laboratorio células epiteliais nasais e bronquiais com sucesso (Ruland et al., 2013).
Pequenas quantidades de CFTR funcional, cerca de 4% a 20% da expressdo normal,
sdo suficientes para prevenir os principais sintomas da doenga. Somente uma pequena
porc¢ao de células do epitélio necessita de expressar a CFTR para que ocorra a corregao
total do transporte i6nico (Ramalho et al., 2002).

Vetores virais e nao virais sao utilizados para a veiculagdo do gene CFTR
funcional nas células, contudo ainda existem desafios, como o grande ntiimero de
tecidos alvo diferentes e a existéncia de secrecdes em alguns desses tecidos, nos quais
uma camada mucosa dificulta o acesso dos vetores as células afetadas (Schusters et al.,

2014).
iii.i.ii. Hemoglobinopatias
As hemoglobinopatias sao normalmente doengas monogénicas de transmissao

autossOmica recessiva, nas quais os genes que codificam a globina ou a hemoglobina

ou as respetivas sequéncias regulatorias se encontram mutados. A anemia falciforme e
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a talassemia sao as hemoglobinopatias mais comuns a nivel mundial e caraterizam-se,
respetivamente, pela alteragao estrutural da hemoglobina e pela auséncia ou reducao de
cadeias de globina.

A terapia genética visa a recuperagdo direta da funcdo da globina através da
transferéncia do gene da globina funcional em questao e pode ser mediada por diversos
tipos de vetores (Arumugam e Malik, 2010).

No caso concreto da talassemia [, caraterizada pela auséncia ou reducao da 3-
globina, Arumugam e Malik, recorrendo a um vetor viral baseado no lentivirus,
conseguiram infetar células hematopoiéticas da medula 6ssea com um gene funcional
da B-globina, de forma a produzirem eritrocitos normais. O principal problema que
encontraram foi a possibilidade de ocorrer inser¢ao mutagénica, uma das desvantagens

deste vetor (Arumugam e Malik, 2010).

iii.L.iii. Hemofilia

Doenga genética hereditaria recessiva associada ao cromossoma X que resulta
numa deficiéncia no gene codificante do fator de coagulagdo VIII (hemofilia A) ou no
gene codificante do fator de coagulagdo IX (hemofilia B). O tratamento farmacoldgico
convencional recorre a transfusdes dos fatores de coagulagao em falta.

Neste caso, a terapia genética propoe-se introduzir o gene codificante do fator
de coagulacao funcional. Através de uma infusao direta na veia dos pacientes com um
virus adenoassociado modificado, o AAVS, a equipa do Dr. Nathwani conseguiu, com
sucesso, que o gene funcional fosse integrado nas células hepaticas e permitisse a
producdo de copias funcionais do fator IX. Quatro dos seis individuos tratados
chegaram mesmo a poder suspender o tratamento convencional e os niveis do fator de
coagulagdo IX mantiveram-se elevados durante 16 meses. Também nao foram
verificados efeitos toxicos durante um periodo de trés anos apos a terapia (Nathwani et

al., 2014).
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iii.i.iv. Distrofia muscular

A distrofia muscular ¢ a denominagdo de um conjunto de doengas musculares
causadas pela mutagdo de um ou mais de um largo conjunto de genes, que codificam a
distrofina ou as proteinas complexadas com esta, responsaveis pela ligagdo de proteinas
musculares a membrana plasmatica do musculo, o sarcolema. Quando existe uma
deficiéncia numa das proteinas do complexo de distrofina, a principal consequéncia ¢
a degeneragdo da membrana que envolve os musculos, originando os sintomas
carateristicos da doenca: enfraquecimento dos musculos € morte do tecido muscular. O
atrofiamento muscular generalizado leva a que os doentes tenham uma esperanga média
de vida curta. Os genes afetados sdo candidatos ideais para a terapia genética, no
entanto a transferéncia do gene funcional para o tecido muscular ndo ¢ uma tarefa facil,
uma vez que este corresponde a mais de 40% da massa corporal (Chamberlain, 2002).

A distrofia muscular de Duchenne ¢ a mais comum e ¢ caraterizada pela
mutacao, no cromossoma X, do gene da distrofina. Teoricamente, a introdu¢ao de um
gene funcional da distrofina restauraria a sua funcao, contudo na pratica este caso ¢
complicado, devido a extensao de células que o vetor tem que alcangar e por causa do
proprio gene que, com 2.4 Mb, ¢ extenso e, como tal, de dificil acondicionamento.

As estratégias utilizadas passam pela transferéncia de um vetor do gene
funcional da distrofina ou de uma das proteinas associadas, ou ainda de um analogo da
distrofina, a utrofina, ou pela regulagdo positiva da expressao da utrofina. A terapia
genética permitira, apos ultrapassar os desafios da distribuicao sistémica para todas as
células alvo sem reacdes adversas, constituir um bom tratamento da doencga

(Chamberlain, 2002).

iii.i.v. Diabetes mellitus

A diabetes mellitus ¢ uma doenga metabolica na qual o nivel de glucose no

sangue se encontra anormalmente aumentado e se ndo for controlado pode levar a um

estado de coma e inclusivamente a morte. Outras complicagdes a longo prazo para o

individuo podem ser insuficiéncia renal, problemas de cicatrizagdo e necessidade de
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amputagdo de membros, entre muitas outras. Os doentes subdividem-se em
insulinodependentes, com diabetes do tipo I, ou em ndo-insulinodependentes, com
diabetes do tipo II. Os insulinodependentes, recorrendo a terapéutica convencional,
necessitam de administrar regularmente doses de insulina para ajudar a promover a
absorc¢ao dos agucares.

A maioria dos estudos tem como objetivo restituir a produgdo de insulina de
forma natural ao individuo. A equipa de Alam transferiu para o figado de ratinhos o
gene da insulina humana, juntamente com sequéncias que ajudam a controlar a
libertacao da insulina dependendo da concentracao de glucose no sangue, usando como
veiculo um adenovirus. O principal 6rgao alvo desta terapia € o figado e ndo o pancreas,
porque o primeiro possui uma capacidade de regeneracdo superior. Os hepatocitos
foram capazes de libertar para a circulacdo sanguinea insulina humana conforme a

concentragdo de glucose no sangue durante cerca de um més (Alam et al., 2013).

iii.i.vi. Imunodeficiéncias

O primeiro caso de sucesso em que se utilizou a terapia genética ocorreu no
tratamento de uma imunodeficiéncia congénita autossoOmica recessiva grave, a
deficiéncia na adenosina desaminase. Esta enzima intervém no metabolismo das
purinas e assume um papel importante em diversos processos metabolicos de varias
células do organismo, nomeadamente dos linfocitos T, na eliminacao dos subprodutos
metabolicos toxicos para a célula, que na sua auséncia se acumulam e acabam por
provocar a morte celular. A destruicdo das cé¢lulas do sistema imunitario compromete
o seu papel de defesa, levando ao aparecimento de infe¢des oportunistas de forma
regular e podendo causar a morte do individuo (Blease et al., 1995).

A equipa do Dr. Anderson extraiu uma amostra de sangue de um paciente com
deficiéncia na adenosina desaminase, isolou os linfocitos T e deixou que estes se
multiplicassem em cultura. De seguida, recorrendo a um vetor retroviral com uma copia
funcional do gene, infetou as células em cultura. Posteriormente essas células voltaram
a ser injetadas no paciente, restabelecendo temporariamente a capacidade do paciente

em produzir de forma autonoma a enzima em falta. Contudo, essa intervengdo nao
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permitia criar novas geragdes de células com o gene restaurado, pelo que o paciente
tinha que continuar de forma regular a receber transfusdes de linfocitos-T previamente

infetados com o gene em falta de dois em dois meses (Blease et al., 1995).

3.2. Doencas adquiridas

iii.ii.i. Doencas infeciosas

As doencas infeciosas representam cerca de 8% dos ensaios clinicos da terapia
genética. Os estudos incidem sobretudo no tratamento da infecdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), contudo ja foram realizados ensaios clinicos para o
tratamento do tétano, infe¢cdes de adenovirus e citomegalovirus (Ginn et al., 2012).

No tratamento do HIV a estratégia utilizada passa pela interven¢ao no processo
de replicagdo do virus, especialmente na fase de adsorcao das suas proteinas de
superficie aos recetores presentes na superficie dos linfocitos T.

Verificou-se que individuos homozigoéticos para uma mutacdo no gene do
recetor da quimiocina do tipo 5 (CCRS5), uma delecao de 32 pares de bases (CCR5A32),
possuiam uma defesa imunolédgica adicional na infe¢ao pelo HIV e que, mesmo no caso
de individuos heterozigoticos, a doenga também progredia de forma mais lenta. Esta
mutacdo provoca uma alteracao estrutural no CCRS5 dos linfocitos T que impossibilita
ou dificulta o processo de entrada do virus na célula (Bakshi et al., 1998).

Na terapia genética pesquisam-se estratégias similares, alteracdes estruturais
nas proteinas recetoras de superficie, de forma a impedir a entrada do virus para a
célula. Atualmente, a maior parte dos ensaios clinicos para o tratamento do HIV explora
alteragdes nos recetores de superficie dos linfécitos T, nomeadamente na proteina CD4,
essencial na fusdo do virus a membrana celular do linfocito, primeira etapa do processo
de fusao. Esta proteina interage com a proteina gp120 da superficie do HIV, assim como
o recetor CCRS, o mesmo que se encontra mutado nalguns individuos. Outra alternativa
prende-se com a expressao nos linfécitos T de proteinas andlogas as do HIV que
também sdo utilizadas no processo de fusdo. Este ¢ o caso da maC46, que

estruturalmente ¢ capaz de se ligar ao mesmo local onde a proteina de superficie do
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HIV gp41 se liga, bloqueando desta forma o seu acesso e impossibilitando a entrada do
virus na célula. Os principais métodos utilizados neste caso sao ex vivo (Didigu e Doms,

2014).

iii.ii.ii. Doencas cardiovasculares

As doengas cardiovasculares representam cerca de 8,4% dos ensaios clinicos
de terapia genética, constituindo a sua terceira maior area de atuagdo. As doencgas
cardiovasculares englobam um conjunto de varias patologias com diversas etiologias e
com diferentes sintomatologias. Assim sendo, ¢ normal que existam também distintas
abordagens no seu tratamento, contudo a grande maioria interfere com o sistema
vascular. As células alvo nas artérias sdo as células endoteliais, células do musculo liso
e fibroblastos, e, no caso das lesdes provocadas pela aterosclerose, os macrdofagos
também sao utilizados como alvos de tratamento (Pankajakshan e Agrawal, 2013)

Quando existe uma lesdo vascular na qual ocorre perda de células endoteliais,
sdo desencadeados processos fisiopatologicos que culminam no desenvolvimento de
hiperplasia das células neointimais. Para a evitar, uma das formas de atuacao passa pela
promocgao da reendotelizacao dos vasos afetados, transferindo um gene do recetor de
quimiocina do tipo 4 (CXCR4), que ¢ expresso nas cé¢lulas endoteliais e que contribui
de forma significativa para este processo (Chen, 2010).

Outra forma de intervencdo passa pela modulacdo da fungdo das células
endoteliais com a introdugdo de genes de inibidores dos fatores de coagulacao ou de
genes que expressam fatores anticoagulantes, de forma a evitar a formagao de trombos
e a sua propagagao. Um gene que se enquadra neste perfil ¢ o da trombomodulina, um
gene normalmente expresso na superficie das células endoteliais € que serve como
cofator da trombina, protease essencial nos processos de regulagdo da coagulacao
sanguinea (Channon e Annex, 2000).

Outra estratégia passa pela inibi¢ao da aterogénese, evitando a infiltragdo de
células do sistema imunitario nas paredes vasculares e o aparecimento de aterosclerose.
Para isso, ativa-se um sistema que evita a oxidagao das lipoproteinas de baixa densidade
pelo oxigénio reativo, aumentando a expressdao da superdxido dismutase, ou entdo

diminuem-se os niveis de colesterol, através de uma maior expressao da ApoE.
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Alternativamente, pode recorrer-se a inibi¢ao da proliferacao e migracao das células do
musculo liso, que também fazem parte do processo de criagao dos ateromas. Para evitar
essa proliferagdo utilizam-se genes como o da proteina retinoblastoma, que inibem o
ciclo celular e, consequentemente, a divisao das células musculares (Pankajakshan e
Agrawal 2013).

No tratamento das doencas isquémicas, como quando ocorre o entupimento ou
estreitamento dos vasos sanguineos, limitando desta forma a irrigacao sanguinea dos
tecidos adjacentes, recorre-se a expressao de genes codificantes de fatores angiogénicos
para promover o aumento da angiogénese, ou seja, da criagdo de novos vasos
sanguineos, ¢ desta forma aumentar a circulagdo sanguinea em zonas que sofreram
isquemia, ou seja, em zonas que foram privadas de oxigénio. Para isso aumenta-se a
expressdo de fatores de crescimento, como o VEGF-121 e o VEGF-165, que sao
sobretudo utilizados no tratamento de isquemias no miocardio e dos membros inferiores

(Emanueli e Madeddu, 2001).

iil.ii.iii. Doencas do foro oncologico

As doengas cancerigenas representam a principal area de atuacao nos ensaios
clinicos de terapia genética, constituindo 64,4% destes. Existem vdarias estratégias

utilizadas (revisto em Kwiatkowska et al., 2013):

a) Inser¢dao de genes supressores tumorais, sendo o mais utilizado o gene
supressor p53, podendo ser combinado com quimioterapia e radioterapia.

b) Imunoterapia, com o objetivo de intensificar a reacdo do sistema
imunologico aos antigénios tumorais. Existem varias formas, tais como a vacinacao
com cé¢lulas tumorais alteradas para expressar moléculas que estimulam o sistema
imune, como citocinas ou interleucinas, a vacinagdo com vetores virais recombinantes
expressando antigénios tumorais, que estimulam o sistema imunitario a produzir
anticorpos especificos para uma agdo mais rapida e eficiente do sistema imunitario, €
injecdes intratumorais com vetores codificando citocinas.

¢) Viroterapia oncolitica, que utiliza virus capazes de replicar exclusivamente

em células tumorais e que a sua rapida replicagdo acaba por provocar a lise celular.
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d) Inser¢dao de genes que apenas sdo expressos nas células tumorais € que
codificam enzimas capazes de converter pro-drogas citotoxicas na sua forma ativa,

destruindo as células, podendo ser utilizadas num processo semelhante a quimioterapia.

iii.ii.iv. Doencas oculares

Existem diversas patologias oftalmicas que ocorrem devido a presenga de genes
mutados, como ¢ o caso da Leber’s congenital amaurosis (LCA), uma distrofia severa
da retina que pode provocar a cegueira. Numa forma da doenga, a LCA2, que se
carateriza por ter o gene RPE65 mutado, Cideciyan e a sua equipa de investigadores,
no Hospital da Crianga de Filadé¢lfia, recorreram a um virus recombinante
adenoassociado, o rAAV2, com uma copia funcional do gene RPE65, que expressa a
proteina do epitélio pigmentar da retina de 65 kDa, importante no processo de
conversao da luz em impulsos elétricos, a foto-transducdo. Sem esta proteina, os
bastonetes fotorrecetores da retina sao incapazes de responder a luz e de gerar impulsos
elétricos. Os investigadores injetaram diretamente na retina o vetor viral com o gene
funcional e conseguiram melhorar significativamente a visdo dos individuos (Cideciyan
et al., 2009). Trés anos apds a administracao do gene, todos os individuos mantinham
uma visdo superior no olho onde tinha sido injetado o virus com a cépia funcional do
gene e nao apresentavam quaisquer efeitos secundarios decorrentes da administracao
(Testa et al., 2013).

A degeneracao macular relacionada com a idade ¢ uma das principais causas de
cegueira nos idosos, particularmente acima dos 60 anos. A terapia genética podera
assumir um papel importante na ajuda a regressao da doenga, através da reducao do
crescimento descontrolado dos vasos sanguineos e da morte celular, carateristicos desta
patologia, recorrendo a expressao da proteina CD59 (Cashman et al., 2011).

O daltonismo ¢ outra das patologias oftalmicas que, recorrendo a terapia
genética em animais, ja se conseguiu corrigir, embora ainda ndo tenha sido conduzido
nenhum teste em seres humanos, devido a avaliacao do beneficio versus risco ser baixa

neste caso (Mancuso et al., 2009).
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IV. PRINCIPAIS DESAFIOS

4.1. Desafios técnicos

Em 1981 dissipou-se grande parte da euforia inicial que se gerou a volta da
terapia genética, devido a morte do paciente Jesse Gelsinger, de 18 anos, que sofria de
uma deficiéncia na ornitina transcarbamilase (OTC), enzima essencial do ciclo da ureia.
O paciente foi vitima de uma reacdo imunologica exacerbada ao vetor derivado de
adenovirus e acabou por falecer em virtude de uma faléncia generalizada de varios
0rgdos, o que causou uma apreensao generalizada. O caso de Jesse Gelsinger demonstra
um dos grandes obstaculos da terapia genética, a capacidade natural que a maior parte
dos virus tém em provocar uma resposta imunoldgica excessiva nos individuos sujeitos
ao tratamento com estes vetores (Marshall, 1999).

Outros obstadculos que continuam a ensombrar a terapia genética sdo bem
descritos por um ensaio clinico realizado em 2000 para o tratamento de uma
imunodeficiéncia combinada severa ligada ao cromossoma X, uma deficiéncia no gene
IL2RG, caraterizada por infe¢des recorrentes, em virtude de uma imunidade humoral
bastante diminuida. O ensaio clinico foi um aparente sucesso, 9 dos 10 pacientes foram
tratados com sucesso (Cavazzana et al., 2000). As células da medula dos pacientes
foram infetadas ex vivo recorrendo a um retrovirus, para que ocorresse a integracao no
genoma de uma copia do gene mutado funcional. O aparente sucesso do ensaio clinico
ficou manchado quando, apos entre 31 a 68 meses, quatro dos nove pacientes que
tinham tido resultados positivos desenvolveram leucemia nos linfocitos T. O problema
surgiu devido a ter ocorrido a integracdo do gene IL2RG perto do promotor do
oncogene LMO?2 ou nos proto-oncogenes BMI1 ou CCND?2. Essa integragdo permitiu
que esses genes ficassem ativos, promovendo o desenvolvimento de células tumorais.
Nestes casos, a inser¢ao aleatoria do gene provocou mutagcdes com graves
consequéncias para os pacientes. Este fenomeno denomina-se por inser¢do mutagénica
e outro dos grandes desafios por resolver ¢ a capacidade de controlar de forma mais

precisa o local onde ira ocorrer a inser¢ao do gene (Abina, 2008).
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Portanto, a constru¢do de um veiculo 6timo, ou seja, de uma forma de
transportar para o interior das células os genes terapéuticos que seja eficiente e que
consiga atingir as células alvo de forma seletiva e, acima de tudo, que nao seja
imunogénica e passivel de gerar situagdes como as de Jesse Gelsinger ou outras, nas
quais ocorra integragdao aleatéria capaz de provocar o desenvolvimento de células

tumorais, ¢ o principal desafio técnico da terapia genética.

4.2. Questoes éticas

A terapia genética como area de intervengao terap€utica encontra-se ainda na
sua infancia, existem ainda muitas incertezas quanto a técnica, especialmente quando
ocorre integragdo dos genes terapéuticos ou sequéncias no genoma celular, uma vez
que se trata de um processo irreversivel e eventuais problemas na inser¢ao da sequéncia,
como ¢ o caso da inser¢do mutagénica, podem vir a trazer consequéncias gravissimas
para o paciente, como o desenvolvimento de varios tipos de cancro. Terd sempre que
haver uma avaliagdo do beneficio versus risco e, nos casos onde ocorre a integracao
genética, serd dificil encontrar situagdes em que compense ao paciente correr esses
riscos.

Os ensaios clinicos de terapia genética em seres humanos até agora foram todos
efetuados em células somaticas, e mesmo assim existem diversos problemas inerentes.
Contudo, a sua realizagdo em células germinais constituiria um risco acrescido, uma
vez que qualquer alteracao se iria repercutir em todas as células que se desenvolvam a
partir dessa célula de forma irreversivel, incluindo também nas células sexuais podendo
influenciar desta forma também futuras geracdes e essa possibilidade ¢ suficiente para
afastar por enquanto qualquer possibilidade de ensaios clinicos neste tipo de células

humanas (Coutelle et al., 2003).
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V. PERSPETIVAS PARA O FUTURO

Em Julho de 2012, a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA), autorizou a
promocgao e comercializacdo de um tratamento baseado na terapia genética denominado
Glybera®, do laboratorio de biotecnologia holandés UniQure, para o tratamento de uma
deficiéncia da lipoproteina lipase. Esta ¢ uma enzima essencial na hidrélise dos lipidos,
que obriga, na sua auséncia, a que os pacientes tenham dietas muito rigorosas, nas quais
nao mais de 20% do aporte caldrico didrio pode provir de gorduras. O ndo cumprimento
desta dieta restrita sujeita os individuos a ataques de pancreatite extremamente
dolorosos e potencialmente fatais. Neste tratamento € utilizado um adenovirus (AAV1)
com uma copia intacta do gene humano da lipoproteina lipase, esta disponivel para
comercializacao sob forma de solucdo para injecdo e ¢ administrado juntamente com
imunossupressores para reduzir uma eventual resposta imune do organismo ao virus
(EMA, 2012). Neste momento ¢ o Unico tratamento com aprovagdao para ser
comercializado e apenas na Unido Europeia.

Existem varios ensaios clinicos que estdo em fase avancada e provavelmente
grande parte ira conseguir aprovacao para ser comercializada. A empresa Advantagene
tem em testes de fase 3 (na fase 4 ja ¢ permitida a comercializa¢ao) o ProstatAk®, um
tratamento genético para o cancro da prostata para ser utilizado em conjunto com a
radioterapia tradicional e um antivirico, neste caso o valociclovir. Neste caso, o vetor
viral possui uma copia funcional do gene da timidina cinase. A expressao deste gene
nas células tumorais da prostata tornam-na um alvo do valociclovir administrado, onde
este passa da sua forma de pro-farmaco para sua forma ativa. A taxa de recidivas do
cancro da prostata passa dos 30%, nos individuos que apenas fazem radioterapia, para
os 10%, nos individuos que fazem radioterapia associada com o ProstatAk®.

A empresa japonesa AnGesMG esta na fase 3 de um ensaio clinico de terapia
genética aprovado pela FDA para o Collategene®, tratamento para complicagdes
isquémicas periféricas, cardiacas, enfarte do miocardio, angina do peito e edemas
linfaticos. Para essa finalidade, utiliza um plasmideo simples, sem recurso a um vetor
viral, que ¢ injetado diretamente no local onde existe a complicagao vascular. O

plasmideo administrado contém o gene do fator de crescimento do hepatédcito (HGF)
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que, para além de ter a capacidade de estimular o crescimento de hepatocitos, também
¢ capaz de estimular a angiogénese ¢ a linfangiogénese (Makino et al., 2012).
Existem estudos que ja estdo em fases muito adiantadas dos ensaios clinicos,

como se pode verificar na tabela 2.

Tabela 2: Tratamentos com base em terapia genética em fases finais de
avaliacdo (adaptado de http://www.technologyreview.com/news/519071/when-will-

gene-therapy-come-to-the-us/).

Companhia/Instituicio Doenca Alvo Estado do ensaio ou estudo
. Doenga hereditaria fatal que impossibilita a
UniQure iibse dlas iaios Aprovado para venda na Europa
Amagen Melanoma metastatico Resultados Pr.omlssores.do ultimo
estagio do ensaio
AnGes Mg Faléncia arterial nos membros AproYagao pela/FDA para miciaro
ultimo estagio do ensaio
Bluebird Bio Neurodegeneragao hereditaria e Ultimos ensaios comec¢aram no fim de
frequentemente fatal 2013
Chlldrep s Hospltal of Forma hereditaria de cegueira Ultimo ensaio em abril de 2015
Philadelphia
Cold Genesvs Cancro da bexiga Ultimos ensaios come¢am em outubro
de 2015
Henry Ford Hospital Cancro da prostata SISO ) FDA. OO (179 ¢
ensaio
, Previsdo da conclusdo dos ensaios em
Advantagene Cancro da prostata

setembro de 2015
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A terapia genética ndo € apenas uma distante miragem no futuro, atualmente ja
existe no mercado um tratamento baseado nesta nova abordagem. Com o continuo
aperfeicoamento das técnicas de transferéncia, maior controlo dos vetores virais e
desenvolvimento de vetores ndo virais com eficiéncia mais préxima da dos virais, o
leque de solucdes disponiveis pode aumentar substancialmente a curto prazo, podendo
dar resposta a problemas de satide que até ha bem pouco tempo seria impensavel se

poderem tratar.
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VI. CONCLUSAO

A terapia genética abre perspetivas de revolucionar o tratamento das diversas
patologias, ao atuar diretamente na base da doenca, na propria sequéncia genética que
codifica a proteina corrompida ou ausente, permitindo desta forma que o doente nao
tenha que recorrer a administracdo regular de farmacos, comum na terapéutica
convencional.

Conceptualmente, grande parte das patologias poderiam ser tratadas através da
terapia genética, contudo, na pratica, tém-se encontrado alguns desafios que nao tém
permitido explorar todo o seu potencial. Os principais desafios decorrem da
imprevisibilidade da utilizagdo de vetores virais, devido a fatores como a potencial
imunogenicidade e inser¢ao mutagénica. No entanto, estes continuam a representar a
maioria dos ensaios clinicos de terapia genética.

As alternativas, sobretudo os vetores nao virais, solucionam algumas dessas
limitagdes, pois possuem uma baixa imunogenicidade e uma grande capacidade de
carga de DNA. Contudo sdo, atualmente, substancialmente menos eficientes que os
vetores virais, embora ja tenham sido feitos progressos para diminuir essa limitagao,
como a adi¢do de proteinas de superficie para permitir a entrada mediada por recetores,
o que ajuda a encurtar o fosso que ainda existe entre os dois.

Apesar de existirem alguns desafios técnicos e éticos que necessitam de ser
ultrapassados para que a terapia genética possa atingir uma maior adogdo, o grande
numero de ensaios clinicos, alguns deles em fases avancgadas, e a aprovagao, por parte
das agéncias responsaveis, da comercializacdo de tratamentos baseados na terapia

genética, sugerem perspetivas animadoras para o futuro.
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