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Resumo

A terapia génica pode ser definida como a inser¢cdo de um gene funcional em certas
celulas para corrigir uma disfuncdo celular ou para induzir uma nova funcéo celular.
Para a execucdo desta terapia devem considerar-se diversos elementos como a
abordagem, células-alvo, acidos nucleicos terapéuticos e a transferéncia génica. A
transferéncia génica, mediada por vetores, € ainda o desafio mais relevante para o
sucesso clinico da terapia génica. Os vetores virais sdo 0s métodos mais utilizados para
esta transferéncia pois as alternativas néo-virais, embora mais seguras, apresentam uma
baixa eficacia na entrega dos &cidos nucleicos nas células-alvo. A terapia génica é
atualmente explorada para o tratamento de um vasto conjunto de patologias humanas.
Também na regido maxilofacial tem sido estudada para o tratamento do cancro oral, da
hipofuncdo salivar e xerostomia pos-radioterapia, da dor orofacial e para a regeneragéo
tecidular. Os resultados encorajadores de multiplos ensaios clinicos em animais e alguns
ensaios clinicos humanos permitem concluir que, apesar de faltar um longo caminho, a
terapia geénica podera, num futuro proximo, fazer parte do arsenal terapéutico do
médico-dentista.

Palavras-Chave: terapia génica; vetores; aplicacdes; medicina dentaria







Abstract

Gene therapy can be defined as the insertion of a functioning gene into cells to correct a
cellular dysfunction or to provide a new cellular function. For the execution of this
therapy several elements must be considered such as the approach, target cells,
therapeutic nucleic acids and gene transfer. Gene transfer, mediated by vectors, is still
the most relevant challenge for the clinical success of gene therapy. Viral vectors are the
most used methods for this transfer because the non-viral alternatives, despite being
safer, present a lower efficacy in the delivery of the therapeutic nucleic acids into the
target cells. Gene therapy is currently explored for the treatment of a vast array of
human pathologies. In the maxillofacial region this therapy has also been explored for
the treatment of oral cancer, radiotherapy-induced salivary hypofunction and
xerostomia, orofacial pain and for tissue regeneration. The encouraging results provided
by multiple animal clinical trials and some human clinical trials allow the conclusion
that, although a long path still remains, gene therapy can in the near future be part of the

therapeutic arsenal of the dentist.

Keywords: gene therapy; vectors; applications; dentistry
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Introducao

1. Introducéo

Desde o inicio da Humanidade que o ser humano procura libertar-se da doenca e do
sofrimento e afugentar a morte iminente. Seja através do empirismo, religido ou magia o
Homem sempre tentou compreender as doengas e a alcancar a sua cura. O nascimento
da Medicina Cientifica na Grécia Antiga e a aplicacdo do método cientifico permitiram
que ao longo dos séculos se tenha aplicado uma nova luz sobre os mesmos problemas.
A evolucdo extraordinariamente rapida no ultimo século de varias areas cientificas,
como a medicina, a biologia celular e molecular e a microbiologia, entre outras,
permitiram compreender a etiologia e fornecer terapéuticas para a maioria das
patologias (Escors & Breckpot, 2012). A genética e a sequenciacdo do genoma humano
em 2001 contribuiram bastante para esclarecer a base fisiopatoldgica das doencas, bem
como fornecer novas terapéuticas baseadas geneticamente para 0 Seu tratamento
(Pezzoli & Candiani, 2013).

Keeler (1947) escreve pela primeira vez sobre terapia génica, definindo-a como uma
“técnica terapéutica” que permite a “corre¢do permanente de doencas hereditarias”.
Contudo, os principios que atualmente constituem a terapia génica surgem apenas nos
anos 60 do século XX. Apesar de ndo ser um conceito biomédico absolutamente
recente, a sua definicdo especifica permanece ainda esquiva. A terapia génica, ou
terapia de substituicdo génica, pode ser definida de forma simples como a inser¢do de
um gene funcional em células para corrigir uma disfuncdo celular ou para induzir uma

nova funcdo celular (Escors & Breckpot, 2012).

E no final do anos 70 do Gltimo século que a terapia génica surge como alternativa
biomédica realista para a correccdo de doencas genéticas, através de um conceito
simples: restaurando o gene, cura-se a doenca (Escors & Breckpot, 2012). Rogers et al.
(1973) demonstraram a ocorréncia de uma transferéncia génica mediada por virus e,
motivados pelos resultados, foram mais longe e, anos mais tarde, realizaram o primeiro
ensaio clinico de terapia génica em humanos. Este ensaio apresentou resultados
negativos, pois a sua premissa, de que o virus continha no seu genoma o gene da
arginase, revelou-se mais tarde falsa (Wirth, Parker, & Yl&-Herttuala, 2013). Apesar dos
resultados, apds este ensaio a terapia génica torna-se uma possibilidade real, surgindo

em consequéncia questdes éticas e praticas (Fletcher & Anderson, 1980).
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Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

Em 1980, Martin Cline, hematologista e geneticista americano, conduz sub-
repticiamente a primeira experimentagdo clinica nesta area em dois doentes com
talassémia, sem efeito terapéutico. Esta tentativa foi vigorosamente criticada, quer
cientifica, quer eticamente, uma vez que ndo se baseava em qualquer base experimental
solida. Para além de ndo ter autorizacdo por parte das autoridades norte-americanas o
tratamento foi efetuado em Israel e Itdlia, paises nos quais ndo existia legislacdo
especifica para esta area. O investigador foi posteriormente sancionado (Giacca, 2010).

No dia 14 de Setembro de 1990 a Food and Drug Administration (FDA) aprova pela
primeira vez um ensaio clinico de terapia génica com objectivo terapéutico em humanos
(Wirth et al., 2013). Duas criancas com deficiéncia de deaminase de adenosina (ADA-
SCID), uma doenga genética monogénica que gera imunodeficiéncia severa, foram
tratadas com leucdcitos do seu proprio sangue, alterados geneticamente ex vivo através
de y-retrovirus para expressarem o gene normal deste enzima. Um dos pacientes
apresentou uma resposta temporaria ao tratamento, sendo a resposta no segundo
paciente bastante mais limitada. Apesar de bem sucedido em termos de seguranca, ficou
incerto se o tratamento trouxe verdadeiros beneficios terapéuticos pois 0s pacientes
continuaram a receber ADA exo0gena para o controlo da doenca (Blaese et al., 1995).
N&o obstante, ambas as criancas, agora adultas, vivem normalmente com um sistema

imunitario funcional (Lewis, 2013).

Apbs este ensaio clinico, os anos 90 assistiram ao inicio de um crescente numero de
ensaios. Durante este periodo algumas vozes expressaram preocupacao em relacdo aos
perigos potenciais dos procedimentos e criticos apontaram o facto de a terapia génica ter
provado pouco beneficio terapéutico até a altura. De forma a avaliar esta area e fornecer
recomendacgdes quanto ao seu investimento, Harold Varmus, diretor dos National
Institutes of Health (NIH), nomeou uma comissdo ad hoc que, no dia 7 de Dezembro de
1995, apresenta as suas conclusdes. Se por um lado este relatorio, denominado como
relatorio Orkin-Motulsky, salienta o enorme potencial da terapia génica, por outro
critica a falta de bases cientificas, fisiopatologicas e da interacdo vectores-hospedeiro, e
o facto de muitos dos resultados obtidos em ensaios clinicos ndo terem trazido
informacao util por falhas cientificas e protocolares (Orkin & Motulsky, 1995). Alguns

autores consideram este relatorio excessivamente critico (Kimmelman, 2008).
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Introducao

Em 1999, o nimero de ensaios clinicos atingiu o seu pico, com 116 ensaios aprovados.
Contudo, neste ano, o pior efeito adverso de qualquer experimentacdo em humanos
tornou-se realidade (Wirth et al., 2013). Jesse Gelsinger, um jovem de 18 anos com
deficiéncia de ornitina transcarbamilase (doenca genética ligada ao cromossoma X que
leva a um erro na sintese de ureia), desenvolve a sindrome da resposta inflamatoria
sistémica apds administracéo intra-vascular do vector viral, morrendo quatro dias depois
por faléncia multi-organica (Raper et al., 2003). Esta morte foi particularmente
relevante pois trata-se da primeira num ensaio clinico de terapia génica e encontra-se

diretamente ligada ao vector viral usado no tratamento (Wirth et al., 2013).

Este acontecimento teve um profundo impacto na area e levou a FDA a interromper
uma série de ensaios clinicos. Foram identificadas falhas na comunicacdo com entidades
reguladoras, nos consentimentos informados, no processo de selecdo de candidatos e
protocolo clinico e conflitos de interesse financeiro (Wilson, 2009). Desde entdo a area
da terapia génica tem estado sobre intenso escrutinio de cientistas, governos e publico
em geral (Sheridan, 2011).

Mais tarde, em 2003, duas criangas com imunodeficiéncia combinada severa ligada ao
X (SCID-X1), devido a mutacdo do gene da cadeia gama do receptor de interleucinas,
tratadas com sucesso por transducdo de células estaminais hematopoiéticas mediada por
retrovirus (Hacein-Bey-Abina et al., 2002) desenvolveram leucemia devido ao
fendmeno de mutagénese insercional (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Em 2007, mais
duas criangas do mesmo ensaio desenvolveram a mesma neoplasia. Porém, as criancas
que ndo desenvolveram leucemia e as que a desenvolveram e entraram em remiss@o
apos tratamento oncoldgico recuperaram a funcdo imunitaria, beneficiando da terapia

génica (Hacein-Bey-Abina et al., 2008).

Estes efeitos adversos em ensaios clinicos alimentaram o debate sobre o futuro da
terapia génica e levaram a que sociedades cientificas europeias e norte-americanas
avaliassem de uma forma critica o racio risco/beneficio (Edelstein, Abedi, Wixon, &
Edelstein, 2004; Deakin, Alexander, & Kerridge, 2009). Em resposta a um artigo
sensacionalista publicado na revista Nature, a Sociedade Americana de Terapia Génica
em conjunto com a sua homdloga europeia publicaram uma carta na qual afirmam: “The
field of gene therapy is working to develop new and better methods to treat a variety of
severe disorders, including genetic diseases such as hemophilia and SCID, and also
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cancer and AIDS. The clear-cut therapeutic benefits seen in recent clinical trials of
gene therapy for XSCID and ADA-deficient SCID warrant judicious consideration of
the benefits and risks of this approach compared to imperfect alternatives, such as
haplo-identical hematopoietic stem cell transplantation.” (Kohn & Gansbacher, 2003).
Analisando a morte de Jesse Gelsinger e as suas consequéncias, Steinbrook (2008)
conclui: “The death of Jesse Gelsinger has taught the medical community and society
about how to make clinical research safer. Research, however, is still research. Only a
minority of clinical trials will show benefit. Adverse events are inevitable. Some will

continue to be unexpected, and tragic.”.

Estas mortes em ensaios clinicos, as quais se juntam mais duas, em 2006 e 2007, estas
ndo diretamente relacionadas a terapia génica (Evans, Ghivizzani, & Robbins, 2008),
permitiram melhora-la e torna-la mais segura (Lewis, 2013). Os recentes sucessos, com
seguranca, que esta terapia alcancou no tratamento de certas doencas genéticas,
caracterizadas por morbilidade e mortalidade consideraveis e para as quais ndo existiam
tratamentos e cura disponiveis, permitiram relancar a terapia génica passando-a por fim

do dominio ficcional para a realidade (Macpherson & Rasko, 2014).

O numero de ensaios clinicos aprovados em todo o mundo tem variado desde 1989
(figura 1 do anexo). A tendéncia de aumento verificada até 1999 estagnou apds a morte
de Jesse Gelsinger, mantendo-se relativamente constante até aos dias de hoje e
diminuindo nos anos imediatamente a seguir ao relato de reacdes adversas. Contudo,
2005, 2006 e 2008 foram anos importantes com 112, 117 e 118 ensaios clinicos
aprovados, respetivamente (Ginn, Alexander, Edelstein, Abedi, & Wixon, 2013).

Os mais de 1800 ensaios executados ou a decorrer até hoje ocorreram em 31 paises,
com representantes dos 5 continentes (figura 2 do anexo). A sua distribuicdo geografica
ndo se alterou muito nos ultimos dez anos; € nos Estados Unidos da América que
decorrem a maioria dos ensaios (63,4%), seguido do continente europeu (24,2%). O
cancro é a doenga sobre a qual a maioria dos ensaios incide (64,4%), seguida das
doencas genéticas monogénicas (8,7%), doencas cardiovasculares (8,4%) e doencas
infeciosas (8%), entre outras (figura 3 do anexo). Os ensaios clinicos fase | sdo 0s mais
frequentes (59,6%), encontrando-se apenas dois ensaios em fase IV, como é visivel na

figura 4 do anexo (Ginn et al., 2013).
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Introducao

Em 2003 a Republica Popular da China tornou-se no primeiro pais no Mundo a aprovar
terapia génica para uso clinico. Desenvolvido pela SiBiono GeneTech, o Gendicine™
trata-se de um adenovirus serotipo 5 ndo-replicativo no qual a regido E1 é substituida
pelo gene do p53 humano, estando indicado para o tratamento do carcinoma
espinocelular da cabeca e pescogo (Peng, 2005). Porém, a aprovacéo ocorreu sem dados
provenientes de ensaios clinicos fase Il e posteriormente levantaram-se questdes sobre
a qualidade dos ensaios executados e, em consequéncia, sobre a seguranca e eficacia da
terapia. Dois anos apds a aprovagdo do Gendicine™, a China Food and Drug
Administration aprova outra terapia génica: o Oncorine™., Ao contrario do anterior, este
produto trata-se de um adenovirus condicionalmente replicativo para o tratamento do
cancro nasofaringeo refratario avancado, em combinagdo com a quimioterapia (Wirth et
al., 2013).

Uma empresa farmacéutica europeia, a Ark Therapeutics Group, inicia em 2004 a
producdo de sitimagene ceradenovec (Cerepro®): um adenovirus contendo o gene
HSV-Tk que, juntamente com a administragdo sistémica de ganciclovir, pretendia o
tratamento de gliomas malignos. Este gene produz uma enzima que converte o
ganciclovir administrado num agente citotdéxico, eliminando assim as células
neoplasicas. Apds varios estudos pre-clinicos e ensaios em humanos, a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) deu, em 2009, um parecer negativo sobre este
produto por este ndo apresentar evidéncia suficiente de beneficios clinicos e de, em
consequéncia, 0s riscos ultrapassarem os potenciais beneficios. Apos esta avaliagdo, a
empresa decidiu retirar o pedido de autorizacdo de entrada no mercado do Cerepro®

(van Putten, Dirven, van den Bent, & Lamfers, 2010).

Mais recentemente, a Russia tornou-se, a semelhanca da China, num pais pioneiro na
terapia génica ao aprovar em Dezembro de 2011 um produto para a doenca arterial
periférica. Denominado Neovasculgen®, este produto trata-se de um plasmideo que
contém o gene do fator de crescimento do endotélio vascular, através do qual ha o
estimulo para a angiogénese. Apesar de se encontrarem em uso clinico na China e
Rassia, nenhum destes produtos aprovados (Gendicine™, Oncorine™ e
Neovasculgen®) foi submetido aos estudos clinicos requeridos para aprovagdo nos

Estados Unidos ou Unido Europeia (Ledley, McNamee, Uzdil, & Morgan, 2014).
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Por fim, e pela primeira vez num pais ocidental, um produto de terapia génica —
alipogene tiparvovec ou Glybera® — recebe aprovacdo pela Unido Europeia para
comercializacdo, em Novembro de 2012 (Wirth et al., 2013).

Originalmente desenvolvido pela Amsterdam Molecular Therapeutics e atualmente
comercializado pela UniQure, o alipogene tiparvovec consiste num vector viral adeno-
associado ndo-replicativo e ndo-integrante que expressa a lipase lipoproteica no tecido
muscular para o tratamento da deficiéncia severa desta enzima, uma doenca genética
potencialmente fatal para a qual ndo ha nenhuma terapéutica farmacoldgica disponivel
(Gaudet et al., 2010).

Desde o primeiro pedido de autorizagdo de comercializagdo, em Dezembro de 2009, o
Glybera® falhou por trés vezes receber uma recomendacao positiva da Comissao para
Produtos Medicinais Humanos, a entidade que confere as recomendacfes finais para
posterior autorizacdo ou recusa pela EMA. Apesar da seguranca e tolerancia do produto
terem sido reconhecidas desde a primeira avaliacdo, a sua eficacia ndo foi inicialmente
considerada provada. Finalmente, em 2012, a Comissao para Terapias Avancadas € a
Comissdo para Produtos Medicinais Humanos, dispondo de novos dados, aprovaram o
Glybera® para pacientes adultos diagnosticados com deficiéncia familiar em lipase
lipoproteica e que sofram de pancreatites maltiplas ou severas apesar de restricbes

alimentares (Bryant et al., 2013).

Apesar da terapia génica ter tido um percurso sinuoso atualmente emerge como uma
area promissora, resultado de varios avancos técnicos e do tratamento bem-sucedido de
varias condicbes médicas graves. Esta recente aprovacdo pela Unido Europeia
demonstrou que os desafios técnicos e regulatérios existentes no desenvolvimento dos
produtos de terapia génica foram agora superados, abrindo portas para novas

autorizacdes num futuro préximo (Melchiorri et al., 2013).
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Desenvolvimento

2. Desenvolvimento

2.1. Principios da Terapia Génica
A terapia génica pode ser classificada de acordo com a natureza da célula-alvo ou
segundo o local onde é efectuada, isto é, dentro ou fora do organismo humano

(Ibraheem, Elaissari, & Fessi, 2014). Assim, podemos considerar:

e Terapia Génica Somatica: realizada em células somaéticas, ndo sendo transmitida

aos descendentes. Inclui-se também a terapia realizada a nivel fetal;

e Terapia Génica Germinal: aplicada a células germinais (gametas ou zigoto) €

transmissivel a descendéncia. (Nota: devido a possibilidade de ter fins eugénicos
ou disgénicos, todas as instancias médicas, cientificas, éticas e politicas
condenaram e proibiram este tipo de terapia génica);

e Terapia Génica ex vivo: as células-alvo sdo recolhidas do doente, tratadas in

vitro e, posteriormente, reintroduzidas no organismo;

e Terapia Génica in vivo: a transfecdo ou transducdo ocorre com as células-alvo no

organismo humano, motivo que levanta multiplas dificuldades. No caso de ser
possivel definir um territorio do organismo com uma via de acesso especifica

denomina-se terapia génica in situ;

A Agéncia Europeia de Medicamentos define que um produto médico de terapia génica
deve cumprir duas caracteristicas: conter uma substancia ativa que inclui ou consiste
num &cido nucleico recombinante usado ou administrado no ser humano tendo em vista
a regulacdo, reparacdo, substituicdo, adicdo ou supressao de uma sequéncia genética e,
segundo, que o efeito terapéutico, profilatico ou diagnostico esteja diretamente
relacionado com a sequéncia de &cidos nucleicos recombinantes que contém ou com o
produto da expressao genética destes. A FDA define terapia génica como produtos que
medeiam o0s seus efeitos pela transcricdo e/ou translacdo de material genético
transferido e/ou por integracdo no genoma do hospedeiro e que sdo administrados como
acidos nucleicos, virus ou microorganismos resultantes de engenharia genética; os
produtos podem ser usados para modificar células in vivo ou transferidos para as células

ex vivo previamente a administracdo no receptor (Wirth et al., 2013).

Apesar de teoricamente o principio da terapia génica ser simples, na pratica trata-se de

uma operacdo complexa (Ibraheem et al., 2014). Apods a escolha do &cido nucleico
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terapéutico e da célula-alvo, deve ser determinada a via de administracdo e sistema de
entrega do gene, ponderando a expresséo e persisténcia do gene, bem como a resposta
imunitéria a esta terapia (Giacca, 2010).

Embora a escolha do acido nucleico terapéutico e da célula-alvo estarem dependentes da
fisiopatologia da doenca sobre a qual se pretende intervir, na selec¢do do &cido nucleico
deve ser tomada em consideracdo a estratégia de modificacdo das células-alvo (figura 5
do anexo). Podem ser identificadas cinco estratégias para esta modificacdo (Strachan &
Read, 2011):

e Adicdo Génica: introducdo de uma cépia funcional do gene nas células de forma
a suplementar um gene néo funcional;

e Eliminacdo de Mutacbes Patogénicas: substituicdo da sequéncia que contém a

mutacdo patogénica por uma sequéncia normal equivalente;

e Inibicdo da Expressdo Génica: introducdo de acidos nucleicos terapéuticos na

célula que inibem a expressdo do gene mutado;

e Morte Direta de Células Afetadas: introducdo no genoma da célula-alvo de

genes que produzem toxinas ou genes que metabolizam farmacos em produtos
citotoxicos;

e Morte Assistida de Células Afetadas: a expressdo dos genes introduzidos na

célula-alvo desencadeia uma resposta imunitaria que conduz a lise celular

(Imunoterapia);

Os é&cidos nucleicos utilizados na terapia génica podem ser classificados segundo a sua
composicdo quimica e segundo a sua funcdo. Do ponto de vista quimico temos o0s
acidos nucleicos de ADN e os de ARN (Pushpendra, Arvind, & Anil, 2012). Giacca
(2010) classifica-os segundo a funcdo em acidos nucleicos codificadores de proteinas e
ndo-codificadores de proteinas (tabela 1 do anexo). Este dltimo grupo tem
essencialmente uma funcédo reguladora da expressdo génica (Pushpendra et al., 2012).
Ainda segundo a fungéo, Pezzoli & Candiani (2013) classificam os &cidos nucleicos em

substitutos, inibidores e vacinas.

As proteinas codificadas pelos genes terapéuticos podem ter diferentes funcGes, desde a
substituicdo de uma proteina ausente até a modulagdo do sistema imunitario (Giacca,
2010). Os genes codificadores de antigénios, citoquinas, genes supressores de tumores e

de enzimas “suicidas” sdo os mais utilizados atualmente nos ensaios clinicos de terapia
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génica (55,3%) por serem 0s agentes primarios no combate ao cancro, a doenga com
mais ensaios clinicos registados (figura 6 do anexo). Apenas 1,8% dos ensaios clinicos
envolve a transferéncia de acidos ribonucleicos (Ginn et al., 2013).
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2.2. Vetores

O sucesso de qualquer procedimento de transferéncia génica, quer ex vivo quer in vivo,
depende grandemente da eficiéncia da internalizagdo dos acidos nucleicos pelas células-
alvo. De facto, tornar a transferéncia génica mais eficaz representa ainda o desafio mais

relevante para o sucesso clinico da terapia génica (Giacca, 2010).

Apesar da administracdo direta de plasmideos contendo o gene terapéutico (naked
DNA) nas células e tecidos ser o método de transferéncia mais basico e seguro (Pezzoli
& Candiani, 2013), o tamanho, natureza anionica e a sensibilidade as nucleases do ADN
impossibilitam a sua passagem passiva pela membrana celular (Kamimura, Suda,
Zhang, & Liu, 2011). De forma a garantir o transporte do gene terapéutico para a célula-
alvo, protegendo-o da degradacdo pelas nucleases e assegurando a transcrigdo no
interior da célula, o ADN tem de ser associado a um sistema de entrega, ou vetor
(Ibraheem et al., 2014).

O vetor ideal deve satisfazer varios critérios, tais como: ndo desencadear uma resposta
imunitaria severa, transportar acidos nucleicos independentemente do seu tamanho,
conduzir a uma expressao regular e sustentada da sua carga genética, especificidade na
entrega dos genes, infetar células em diviséo e células que ndo se encontram em divisdo
(células quiescentes), facil de preparar, barato e disponivel comercialmente em
concentracdes elevadas e permanecer em posi¢do epissomal ou integrar uma regido
especifica do genoma, sem integracdo aleatoria (Ibraheem et al., 2014). Nenhum vetor

reine, até a data, todas estas caracteristicas (Macpherson & Rasko, 2014).

Podem considerar-se dois grandes grupos de vetores: 0s virais e 0S ndo-virais. A
transferéncia de material genético através de metodos virais denomina-se transducao e

através de métodos nao-virais denomina-se transfecdo (Giacca, 2010).

Apesar dos métodos ndo-virais estarem a tornar-se cada vez mais utilizados, os vetores
baseados em virus sdo ainda a abordagem mais frequente, sendo utilizados em
aproximadamente dois tercos (66,8%) dos ensaios clinicos (figura 7 do anexo). Isto
deve-se ao facto de os vetores virais serem, ainda, o veiculo que garante maior eficacia

na transferéncia do material genético para as células-alvo (Ginn et al., 2013).
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2.2.1. Vetores Virais

Um virus € uma entidade biolégica constituida por &cidos nucleicos envoltos num
esqueleto proteico que consegue invadir o nucleo das células do hospedeiro e subverter
a maquinaria celular para seu proveito proprio, isto €, para expressar 0 material genético
viral e replica-lo, para a invasdo de outras células em seguida. Estas caracteristicas,
aprimoradas por milhdes de anos de evolugéo, tornaram os virus alvos tentadores para a
terapia génica (Collet, Grillon, Nadim, & Kieda, 2013).

Para usar um virus como vetor para a transferéncia de um gene este deve ser modificado
através de engenharia genética, de forma a manter, alterar ou eliminar o seu genoma,
tropismo, patogenicidade, imunogenicidade e persisténcia. Assim, a parte patogénica do
genoma viral é removida e alterada para receber o gene terapéutico, a0 mesmo tempo
que se retém ou alteram as estruturas nao-patogénicas que permitem a infecdo celular,
como as proteinas do envelope viral (Bouard, Alazard-Dany, & Cosset, 2009). O
resultante virus ndo-patogénico, que contém o acido nucleico terapéutico, é denominado
vetor viral (Ibraheem et al., 2014; Macpherson & Rasko, 2014).

Os vetores virais utilizados na terapia génica podem ser divididos, segundo a

composi¢do do seu genoma, em virus de ARN e virus de ADN (Kamimura et al., 2011).

2.2.1.1. Vetores Virais de ARN

A familia Retroviridae compreende uma vasta série de virus com uma cadeia de &cido
ribonucleico simples, linear e com polaridade positiva que partilham uma estrutura
genética e ciclos replicativos comuns. Existem duas caracteristicas peculiares
transversais a todos os elementos desta familia: um fluxo reverso da informacéo
genética e integracdo no genoma da célula hospedeira. Apés a internalizacdo na célula,
a enzima viral transcriptase reversa converte o genoma viral ribonucleico numa
molécula de ADN que é transportada para o nudcleo e integrada no genoma do
hospedeiro, denominando-se provirus e servindo para a futura produgdo de novos virus
(Goff, 2013).

Os membros desta familia de virus tém sido classificados segundo diferentes critérios

como a sua morfologia, hospedeiro animal, tipo de doenca causada e tropismo para
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diferentes tipos celulares, entre outros (Giacca, 2010). A classificacdo taxonomica mais

recente considera que a familia Retroviridae é composta por sete géneros (Goff, 2013).

Numa classificacdo mais Util para a terapia génica dividem-se os retrovirus em trés
grandes grupos: 0s oncoretrovirus (nos quais se destacam 0s gamaretrovirus), 0s
lentivirus e os spumaretrovirus. Devido a complexidade da sua organizacdo genética, 0s
virus pertencentes aos dois ultimos grupos sdo também denominados retrovirus

complexos (Kamimura et al., 2011).

A engenharia de vetores baseados em gamaretrovirus, desenvolvidos a partir do virus
Moloney da leucemia murina, iniciou-se nos anos 80 tornando-se nos primeiros vetores

usados em terapia génica humana (Macpherson & Rasko, 2014).

Estes vetores retrovirais tornaram-se bastante populares até ao inicio do século XXI
(Giacca, 2010) devido a sua relativa simplicidade de uso, incapacidade de replicacao
viral, elevada eficiéncia na transducdo de células em replicacdo, baixa imunogenicidade
e integracdo estavel do genoma viral no genoma do hospedeiro, teoricamente garantindo
uma expressdo transgénica a longo prazo (Vannucci et al., 2013).

A integracdo, apesar de ser uma vantagem bastante significativa, € na verdade uma
“faca de dois gumes” pois representa per se um fendmeno mutagénico (Kamimura et
al., 2011). Durante muito tempo foi assumido que a integracdo era perto de aleatoria
(Vannucci et al., 2013) e, consequentemente, a probabilidade de esta ocorrer num local
critico ou perigoso do genoma, algo teoricamente possivel, era minima (Macpherson &
Rasko, 2014). Contudo, desde 2002, modelos animais e lamentéveis efeitos adversos em
ensaios clinicos em humanos revelaram que o risco genémico €, na verdade, bastante
significativo, podendo desencadear um largo espectro de fendmenos desde
imortalizacdo in vitro até dominancia clonal e oncogénese in vivo, denominada
oncogenese insercional (Biasco, Baricordi, & Aiuti, 2012). Isto deve-se ao facto de a
integracdo dos vetores gamaretrovirais ocorrer preferencialmente em zonas préximas a
regides reguladoras da expressdo genica, 0 que pode conduzir & ativacdo de oncogenes

ou inativacdo de genes supressores de tumores (LaFave et al., 2014).

De forma a evitar a genotoxicidade associada a estes vetores tém sido desenvolvidas
diversas estratégias, tais como: estudo em modelos animais, identificacdo precisa do

perfil de insercdo e mecanismos celulares envolvidos, orientacdo da integragéo para
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locais predeterminados do genoma ou genomic safe harbours, vectores auto-inativantes,
promotores celulares em substituicdo dos virais, modificacdo das proteinas do envelope
viral ou pseudotyping, insercdo de isolantes (insulators), recombinagdo homologa com

recurso a nucleases e a utilizacao de transposdes (Yi, Noh, & Lee, 2011).

Para além do fendmeno de mutagénese insercional, ou transformacéo insercional, os
vetores gamaretrovirais apresentam outras limitagbes como a sua construcdo e
producgéo, impossibilidade de comportar genes terapéuticos de dimenséo superior a 6-7
kb, incapacidade de transdugdo de células quiescentes e o progressivo silenciar da
expressao genica terapéutica nas células transduzidas (Giacca, 2010; Vannucci et al.,
2013). Todas estas questbes, com particular destaque para a genotoxicidade, levaram a
que estes vetores tenham assistido a um declinio no seu uso em ensaios clinicos, estando

atualmente apenas presentes em 19,7% dos ensaios (Ginn et al., 2013).

Os primeiros vetores baseados em lentivirus, ou lentivetores, e até hoje os mais
amplamente usados, foram desenvolvidos a partir do virus da imunodeficiéncia humana
tipo 1 com o intuito de ultrapassar as limitacdes dos vetores gamaretrovirais (Escors &
Breckpot, 2010).

Ao longo da dltima década pelo menos trés geracdes diferentes de lentivetores foram
produzidas, cada uma trazendo melhorias significativas em relacdo a geracdo
precedente. O sistema de producdo de terceira geracdo apenas necessita de trés dos nove
genes do VIH-1, algo que permite aumentar o perfil de seguranca do vetor pois reduz a
probabilidade de recombinacdo e de criacdo de vetores replicativos. Este facto é de
extrema importancia pois o VIH-1 é um agente patogénico humano para o qual ainda

ndo existe cura (Giacca, 2010).

Os lentivetores apresentam-se como mais vantajosos que 0s vetores gamaretrovirais
pois, para além das mesmas vantagens, tém ainda a capacidade de transduzir células
quiescentes e de transportar genes terapéuticos de dimensao superior, entre 9-10 kb
(Vannucci et al., 2013).

Tratando-se de vetores integrantes, os lentivetores induzem igualmente o fenémeno de
mutagénese insercional (Escors & Breckpot, 2010). Contudo, e ao contrario dos vetores
gamaretrovirais, que preferem a integracdo em regides reguladoras da expressdo génica,

0s vetores baseados em lentivirus integram o material genético no interior dos genes.
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Este perfil de integracdo reduz significativamente por si s6 o risco de genotoxicidade, de
acordo com varios estudos que avaliaram o potencial oncogénico destes vectores, quer
in vivo quer in vitro (Biffi et al., 2011). Todavia, a integragdo lentiviral e o risco
oncogenico dependem de multiplas variaveis, pelo que existe sempre, embora residual,
um potencial de gerar oncogénese insercional. Desde o primeiro ensaio clinico com
lentivetores, em 2006, que ndo se detetam efeitos adversos, genotdxicos ou outros, nos
individuos intervencionados (McGarrity et al., 2013).

Com o objetivo de melhorar o perfil de seguranca e a eficiéncia de transdugdo destes
vetores tém sido exploradas diversas alteracbes estruturais, como: introducdo de
elementos regulatorios pos-transcricionais, introducdo de promotores especificos de
células e tecidos e pseudotyping para aumentar o tropismo viral, producdo de
lentivetores auto-inativantes para diminuir a probabilidade de surgimento de vetores
replicativos e producéo de lentivetores ndo-integrantes, para reduzir a genotoxicidade.
Apesar destas modificacbes, existem ainda dificuldades em obter concentracdes
elevadas do vetor durante a sua producdo (Schambach, Zychlinski, Ehrnstroem, &
Baum, 2013).

Os lentivetores, por terem sido desenvolvidos mais recentemente, estdo atualmente
presentes em apenas 2,9% dos ensaios clinicos (Ginn et al., 2013). Devido a algumas
preocupacOes pela utilizacdo de vectores baseados no VIH-1, outros lentivirus nédo-
humanos tém sido estudados como vetores. Também 0s spumaretrovirus e 0s
alfaretrovirus tém sido explorados como alternativas aos vetores retrovirais atualmente

disponiveis (Vannucci et al., 2013).
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2.2.1.2. Vetores Virais de ADN
Os principais vetores virais com genoma desoxiribonucleico atualmente em uso derivam

de adenovirus, virus adeno-associados ou virus herpes simplex (Kamimura et al., 2011).

A familia Adenoviridae é formada por quatro géneros: Mastadenovirus, isolados de
mamiferos; Aviadenovirus, isolados de aves; Atadenovirus, isolados de répteis, aves, um
marsupial e outros mamiferos; e Siadenovirus, isolados de um réptil e aves. Cinquenta e
sete tipos (anteriormente denominados serotipos) de adenovirus humanos foram
reconhecidos e sdo classificados em sete espécies (A-G) com base na serologia,
hemaglutinacdo, oncogenicidade em roedores, transformacdo de culturas de células
priméarias e sequenciacdo do genoma viral (Wold & Ison, 2013). Os vetores baseados
em adenovirus mais investigados e usados em terapia génica pertencem a espécie C tipo
2 e 5 (Giacca, 2010).

Os adenovirus sdo virus icosaédricos sem envelope viral, com cerca de 90 nm de
didmetro, e um genoma de ADN linear de cadeia dupla de 36 kb. A cépside viral é
constituida por trés elementos: hexao, pentdo e fibra. O hexdo € o principal responsavel
pela elevada imunogenicidade destes virus, ao passo que a fibra € um elemento-chave
no tropismo viral (Rebelo-de-Andrade & Giria, 2014).

A produgéo de vetores adenovirais, focada em garantir a sua incapacidade de replicacéo,
tem atravessado vérias etapas geracionais de desenvolvimento (Vannucci et al., 2013).
A primeira geracdo destes vectores, com delecbes dos genes E1 e E3, apresenta uma
capacidade transgénica até 8,3 kb mas, devido a permanéncia da maioria do genoma
viral, a resposta imunitaria desencadeada e respetiva citotoxicidade limitaram o seu uso.
Com delecBes mais extensas, nas regides E2 e E4, a segunda geracdo de adenovetores
apresenta uma resposta imunitaria e inflamatéria reduzida, mas ainda problematica.
Mais recentemente, a terceira geracdo destes vetores, denominados gutless ou helper
dependent, é produzida com uma delecdo quase total dos genes virais. Este facto
confere-lhes, para além de incapacidade de replicagdo, uma grande capacidade de
transporte (=36kb) e imunogenicidade limitada (Mohit & Rafati, 2013).

Os vetores adenovirais exibem muitas das caracteristicas desejadas num vetor ideal,
como a transducdo de células em divisdo e quiescentes, grande capacidade de
transporte, altos niveis de expressao transgénica e tropismo alargado (Vannucci et al.,

2013). Estes factos ajudam a explicar o motivo destes vetores serem atualmente os mais

27



Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

usados em ensaios clinicos (Ginn et al., 2013) e terem sido os primeiros em todo o
Mundo a obter aprovagdo de uma agéncia governamental para tratamento em humanos
(Peng, 2005). Contudo, apresentam duas grandes desvantagens: elevada
imunogenicidade e imunidade pré-existente e expressdo transitéria do gene terapéutico
(Kamimura et al., 2011).

A administracdo de adenovetores no organismo humano desencadeia uma resposta
imunitaria inata e adaptativa intensa (Vannucci et al., 2013), registando-se
inclusivamente um caso fatal num ensaio clinico, em 1999 (Raper et al., 2003). Varios
estudos seroldgicos indicam ainda que uma vasta maioria da populacdo apresenta
anticorpos contra os tipos de adenovirus nos quais 0s vetores actuais se baseiam. Esta
resposta imunitaria, apesar de desejdvel no contexto da vacinacdo génica e
imunoterapia, condiciona a sua utilizacdo noutras areas pois reduz a duragdo da
expressdo do gene terapéutico, por eliminacdo do vetor e das células transduzidas, e

impede a utilizacdo futura de um adenovetor do mesmo tipo (Wold & Ison, 2013).

Para contornar esta imunogenicidade tém sido propostas multiplas alternativas, como
imunossupressao, vetores baseados em adenovirus ndo-humanos e modificacdo genética
ou quimica da cépside viral. Estas modificacBes na céapside, que permitem igualmente
modificar o tropismo do vector, tém-se focado nas fibras. A modificacdo genética das
fibras substitui um tipo viral por outro alternativo, também denominado seroswitch, ao
passo que a modificacdo quimica consiste no revestimento das fibras com polimeros,
anticorpos e/ou outros péptidos. A descoberta recente de que o hexdo tem um papel
mediador no tropismo hepéatico dos adenovirus, levard a mais investigagdes e possiveis

alteracBes neste componente da capside viral (Mohit & Rafati, 2013).

A permanéncia do genoma viral em posi¢do epissomal no nicleo das células, e posterior
diluicdo com a divisdo celular, também contribui para uma expressao transgénica
transitoria. A integracdo no genoma é minima, mesmo quando existe uma extensa
homologia entre o vetor recombinante e 0 genoma do hospedeiro (Vannucci et al.,
2013).

Os vetores adenovirais tém sido extensamente estudados para aplicagdo em varias
patologias, nomeadamente na terapia génica do cancro. Recentemente tém sido
desenvolvidos vetores adenovirais oncoliticos, capazes de replicacdo condicionada em

células neoplésicas (Hemminki & Hemminki, 2014).
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Na ultima década vetores baseados em virus adeno-associados tém sido cada vez mais
usados como veiculos de entrega de genes para o tratamento de varias doencas
humanas, estando atualmente representados em 4,9% dos ensaios clinicos (Ginn et al.,
2013). Pertencentes a familia Parvoviridae, género Dependovirus, os virus adeno-
associados (VAA) apresentam-se como Virus icosaédricos sem envelope, de 25 nm de
didmetro e genoma de ADN linear de cadeia simples, com 4-6 kb. S&o os virus mais
pequenos com genoma desoxiribonucleico e ndo se encontram associados a nenhuma

doenca em humanos (Berns & Parrish, 2013).

Até a data, doze serotipos de VAA (VAA1-12) foram descritos, embora mais de cento e
dez sequéncias diferentes de capsides tenham sido descobertas (Berns & Parrish, 2013).
Estes diferentes serotipos, que divergem apenas na composi¢do de aminoacidos das
proteinas da capside, mantendo-se a estrutura, tamanho e organizacdo genética
semelhantes, apresentam diferencas a nivel do tropismo celular e tecidular e da sua

neutralizacdo seroldgica (Giacca, 2010).

A construcdo dos vetores adeno-associados baseia-se maioritariamente no genoma e
capside do VAA2, obtendo-se através da eliminacdo dos dois unicos genes virais, rep e
cap (Kamimura et al., 2011). Embora este facto permita reduzir grandemente a sua
imunogenicidade, estes vetores desencadeiam ainda assim uma resposta imunitaria inata
e adaptativa (Mingozzi & High, 2013) e € possivel, inclusivamente, detetar anticorpos

anti-VAA numa porcao significativa da populacao (Jeune et al., 2013).

Os virus adeno-associados necessitam de outro virus (helper virus), geralmente um
adenovirus ou mais raramente um virus herpes simplex, para concluir o seu ciclo
replicativo (Berns & Parrish, 2013). Na auséncia deste helper, o genoma dos VAA
tende a integrar-se num local especifico do genoma do hospedeiro: a regido 19q13.4,
denominada AAVSL. Esta integracdo estd dependente do gene rep, que nao se encontra
presente nos vetores adeno-associados. Assim, 0 genoma destes vetores permanece no
nucleo na forma epissomal, 0 que faz com que a expresséo transgénica ndo esteja sujeita
a metilacdo e consequente silenciacdo, garantindo uma expressdo mais prolongada.
Embora com probabilidade reduzida a integracdo pode ocorrer, de forma aleatdria, com
varios estudos a concluir que esta ocorre com reduzida hipotese de oncogénese
insercional (Li et al., 2011; Ward & Walsh, 2012).
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Os vetores adeno-associados tém ganho cada vez mais popularidade na terapia génica e
sdo considerados como um dos vetores de topo para o tratamento in vivo de vérias
doencas. Isto deve-se ao grande nimero de vantagens, proximas do vetor ideal, que
estes apresentam, tais como: transducdo de células em divisdo e quiescentes, virus
parental ndo-patogénico, vasto tropismo celular, baixa imunogenicidade, possibilidade
de integracdo especifica no genoma hospedeiro e producdo dos vetores em altas
titulagdes. A principal limitacdo destes vetores prende-se com a sua reduzida capacidade
de transporte (Vannucci et al., 2013). Outras limitacbes como demora no inicio da
expressao transgenica (Vannucci et al., 2013) e imunidade pré-existente (Jeune et al.,

2013) tém sido também descritas.

AlteracBes como imunossupressao, despiste pré-ensaio clinico de anticorpos anti-VAA,
modificacdo genética e quimica da capside viral, criacdo de bibliotecas de cépsides e
plasmaferese tém sido propostas para ultrapassar a imunogenicidade e/ou modificar o
tropismo destes vetores (Jeune et al.,, 2013; Mingozzi & High, 2013). O
desenvolvimento de vetores auto-complementares (self-complementary) permite reduzir
0 tempo de iniciacdo da expressdo transgénica, embora sejam acompanhados de uma
reducdo severa (cerca de 50%) da capacidade de transporte, ja de si pequena (Giacca,
2010). A respeito desta limitacdo, a pesquisa de vetores hibridos e duais tem procurado

colmatar esta lacuna (Huang & Kamihira, 2013).

A familia Herpesviridae é atualmente composta por 220 membros, dos quais apenas
nove foram até a data identificados como tendo os humanos como hospedeiro primario:
virus herpes simplex (VHS) 1, virus herpes simplex 2, citomegalovirus humano, virus
varicela-zoster, virus Epstein-Barr e 0s herpesvirus humanos 6A, 6B, 7 e 8 (Roizman,
Knipe, & Whitley, 2013). O crescente conhecimento sobre o VHS levou ao
desenvolvimento de potenciais agentes terapéuticos e vetores para diversas aplicacdes
em doencas humanas (Giacca, 2010).

Os vetores baseados em herpesvirus derivam essencialmente do VHS-1 (Vannucci et al.,
2013). Constituido por quatro estruturas concéntricas (nlcleo, capside icosaédrica,
tegumento e envelope lipidico), o seu genoma viral, presente no nucleo, é complexo e
consiste numa dupla cadeia de ADN linear, com cerca de 150 kb (Roizman, Knipe, &

Whitley, 2013). Este virus € um conhecido agente patogenico humano, responsavel por
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lesbes orofaciais e/ou, menos frequentemente, genitais, dolorosas ou ndao mas auto-

limitadas no individuo imunocompetente (Arduino & Porter, 2008).

Podem ser distinguidos trés tipos de vetores herpesvirais: vetores com capacidade
replicativa, vetores ndo-replicativos e vetores helper-dependent ou amplicons. Os
vetores com capacidade replicativa, também denominados oncoliticos, resultam da
eliminacdo do fenotipo patogénico, preservando-se a capacidade de infecdo litica com
viruléncia atenuada, sendo fundamentalmente desenvolvidos e aplicados no tratamento

de vérias neoplasias (Glorioso, 2014).

Apesar de 0 VHS-1 apresentar um genoma complexo, 0s seus genes sd0 expressos numa
cascata bem ordenada, na medida em que a ativacdo da expressdo de certos genes
depende da expressdo de genes precedentes (Glorioso, 2014). Esta interdependéncia na
expressao génica faz com que a delecdo de um gene essencial torne o virus incapaz de
replicacdo. Vérias geracGes de vetores ndo-replicativos tém sido produzidas, com o
intuito de reduzir a citotoxicidade em linhagens celulares extra-neuronais, sendo que a
Gltima geracdo, a quarta, apresenta a toxicidade mais reduzida mantendo em simultaneo

uma robusta expressao transgénica (Goins et al., 2010).

Os amplicons, inicialmente desenvolvidos nos anos 80, sdo particulas virais idénticas
aos virides do VHS-1 nas quais 0 genoma é composto por um plasmideo da bactéria
Escherichia coli com apenas duas curtas sequéncias do genoma viral e a sequéncia
transgénica de interesse (Giacca, 2010). Sendo que praticamente a totalidade do genoma
viral se encontra ausente deste vetor garante-se uma grande capacidade de transporte,
cerca de 150 kb, e bom perfil de segurangca, com reduzida citotoxicidade e
imunogenicidade (Vannucci et al., 2013). Contudo, ainda persistem dificuldades na

producdo destes vetores em altas concentracbes (Glorioso, 2014).

O recurso a cromossomas artificiais bacterianos (bacterial artificial chromosome ou
BAC) tem sido também proposto como método de producgdo de vetores herpesvirais
(Goins et al., 2010).

Os vetores herpesvirais sdo considerados como bons vetores para terapia génica devido
a sua grande capacidade de transporte (& o vetor viral com maior capacidade, entre 50 a
150 kb), neurotropismo natural mas transduzindo igualmente células em diviséo e

celulas quiescentes, ndo-integracdo no genoma do hospedeiro (permanecendo em
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posicao epissomal), e pela possibilidade de ser quer um vetor oncolitico quer um vetor
ndo-replicativo. Contudo, e & semelhanga de todos os outros vetores virais, estes
apresentam igualmente limitagbes, como imunogenicidade, citotoxicidade residual,
expressao transgénica transitéria e possibilidade de recombinagdo com outro virus
latente na célula. As duas primeiras limitacGes sdo, porém, consideradas positivas no

caso dos vetores oncoliticos para o tratamento de neoplasias (Vannucci et al., 2013).

Apesar de a maioria da populacdo (50-80%) ter uma resposta imunitaria especifica,
activa e em altas concentragdes, para o VHS, resultado da periddica reativacdo da
infecdo litica viral, e de este virus desencadear uma resposta imunitaria inata e
adaptativa, varios estudos efetuados ndo revelaram que estas tenham impacto na

transducéo (Goins et al., 2010).

O neurotropismo natural do HSV torna-o no vetor ideal e ébvio para o tratamento de
doencas do sistema nervoso (Goins et al., 2010), estando atualmente presente em 3,1%
dos ensaios clinicos (Ginn et al., 2013). No sistema nervoso periférico tem sido aplicado
no tratamento de neuropatias e dor cronica (Goss, Krisky, Wechuck, & Wolfe, 2014), ao
passo que no sistema nervoso central a sua aplicacdo tem-se focado no tratamento de
neoplasias, essencialmente glioblastomas multiformes, onde quer vetores nao-
replicativos, expressando o gene HSV-TK e/ou outros agentes anti-tumorais, quer
vetores oncoliticos tém sido estudados em ensaios pré-clinicos e clinicos (Assi et al.,
2012). Os vetores herpesvirais sdo ainda aplicados em melanomas, carcinomas
pavimentocelulares e neoplasias colorectais, hepaticas, pancreaticas e mamarias, bem
como na transducdo do tecido muscular, cardiaco e hepéatico e na vacinagdo génica
(Giacca, 2010).

Outros herpesvirus humanos como o virus Epstein-Barr, VHS-2 e HHV-6 tém sido

também explorados como vetores (Glorioso, 2014).

Avaliando todos os vetores referidos até agora, torna-se evidente que apresentam muitas
diferencas entre si, diferencas essas que podem ser sumariadas em capacidade de
transporte (definida em kb), simplicidade de producdo, eficiéncia de transducao,
persisténcia da expressao transgénica e inducdo de efeitos adversos (Giacca, 2010). E a
ponderacdo de todos estes elementos que leva a escolha de um determinado vetor para

uma terapia génica especifica (tabela 2 do anexo).
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2.2.1.3.  Outros Vetores Virais

De forma a aumentar a seguranca e eficacia terapéutica tém sido desenvolvidos vetores
hibridos, isto é, vetores virais formados por elementos de dois virus diferentes. Ao
capitalizarem as vantagens de ambos 0s virus, espera-se que estes vetores ultrapassem

0s Vvetores virais convencionais (Huang & Kamihira, 2013).

Outros virus como o do sarampo, alfavirus, baculovirus, reovirus, virus Sendai e 0 virus
vaccinia tém sido também modificados e estudados como vetores virais (Kamimura et
al., 2011).

2.2.2. Vetores N&o-Virais

Apesar dos vetores virais serem ainda o método mais eficaz para a transferéncia do
material genético para as células-alvo, os seus efeitos adversos, em particular a
imunogenicidade e mutagénese insercional, ttm fomentado o desenvolvimento de
alternativas ndo-virais (Parhiz, Shier, & Ramezani, 2013). Esta area de investigacdo tem
atraido grande atencdo pelas vantagens que estes vetores podem oferecer em
comparagdo com 0s vetores virais (Ibraheem et al., 2014), tais como: maior seguranca,
reduzida resposta imunitaria, facil preparacdo a baixo custo e em grandes quantidades,
possibilidade de armazenamento durante longos periodos devido a sua estabilidade e
capacidade de transporte livre de limitagdes. Contudo, a baixa eficiéncia apresentada na
transfecdo tem condicionado a sua aplicacdo (Pezzoli & Candiani, 2013; lbraheem et

al., 2014), estando presentes em apenas 24,2% dos ensaios clinicos (Ginn et al., 2013).

Para permitir a transferéncia do material genético e conduzi-lo a sua expressao, o vetor
ndo-viral tem de ultrapassar uma série de obstaculos bioldgicos e ndo-bioldgicos (Parhiz
et al., 2013) desde a biocompatibilidade, instabilidade extracelular, internalizagédo
celular, saida do endossoma e trafego citoplasmatico até a entrega no ndcleo (Pezzoli &
Candiani, 2013), obstaculos esses ultrapassados ‘naturalmente” pelos virus, e
correspondentes vetores, no seu processo de infecdo. Embora a procura pelo vetor ndo-
viral ideal, com todas as propriedades dos virus mas sem as suas questdes de seguranga,
ainda decorra, tém sido feitos progressos substanciais e varios vetores potenciais tém

sido propostos (Parhiz et al., 2013).
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O sistema mais simples de fornecimento de &cidos nucleicos por métodos néo-virais € a
aplicacdo direta no tecido-alvo de plasmideos contendo o gene terapéutico, ou ADN
naked (Pezzoli & Candiani, 2013). As caracteristicas fisicas e quimicas da membrana
plasmatica previnem, no entanto, a passagem direta de macromoléculas grandes e com
polaridade, como o ADN plasmidico. Em certos tipos celulares, como as fibras do
masculo estriado, cardiomidcitos e células apresentadoras de antigénio, a internalizago
e libertacdo no citosol do material genéetico € mais facilitada, limitando-se assim a
técnica a estes tecidos. Aplicada pela primeira vez no tecido muscular, a reduzida e
transitdria expressdo transgénica do ADN plasmidico observada neste e em estudos
subsequentes, comparando com outras formas ndo-virais, e a necessidade compensatdria
de aumento de dose e frequéncia de administracdo, levaram ao desenvolvimento de
métodos fisicos e quimicos para a facilitacdo da entrada na célula (Giacca, 2010). Este
método é, contudo, ainda o método ndo-viral mais usado em ensaios clinicos (Ginn et
al., 2013).

A utilizagdo de plasmideos sem origem bacteriana, ou minicircles, e a introdugdo de
transposdes tém sido também alternativas estudadas para aumentar a eficacia e duracao

da expressao transgénica (Giacca, 2010).

2.2.2.1. Métodos Fisicos

Estes métodos implicam a utilizacdo de uma forca fisica, de natureza variada, que
fragiliza a membrana celular e, consequentemente, a torna mais permeavel aos acidos
nucleicos (lbraheem et al., 2014). Constituem métodos simples, que permitem
readministracdo sem problemas e, ao contrario dos vetores virais e de alguns vetores
ndo-virais quimicos, ndao recorrem a substancias citotdxicas ou imunogénicas e ndo
apresentam limitacdo no tamanho do &cido nucleico a ser transportado (Villemejane &
Mir, 2009; Kamimura et al., 2011).

Injecdo Balistica de ADN

Este método fisico, também denominado gene gun, consiste no bombardeamento de
células ou tecidos com microparticulas revestidas de ADN, tendo sido aplicado pela

primeira vez em 1987 em células vegetais. No inicio dos anos 90 maiores
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desenvolvimentos e melhorias nesta técnica levaram a sua aplicacdo em celulas e

tecidos de mamiferos (Villemejane & Mir, 2009).

A aceleracdo por descarga gasosa de pequenas particulas (didmetro 1-1,5 um) de metais
pesados biocompativeis, como ouro ou tungsténio, revestidas com ADN plasmidico
permite que estas atravessem a membrana e entreguem o material genético diretamente
no nucleo (Uchida, Li, Mertens, & Alpar, 2009). Varias vantagens advém deste facto
como elevada expressdo transgénica atingida rapidamente (3 horas), que permanece a
longo prazo (28-50 dias), e possibilidade de tratamento de diversos érgdos sem o risco
de lesar 6rgdos adjacentes (Ibraheem et al., 2014). Verifica-se, porém, uma reduzida
eficiéncia na transfeccdo de tecidos inteiros e a necessidade de cirurgia para a sua

utilizacdo em tecidos profundos (Villemejane & Mir, 2009).

Receios relacionados com as possiveis consequéncias da utilizacdo e deposicdo de
metais pesados no organismo humano tém fomentado a investigacdo de nanoparticulas

poliméricas biodegradaveis (Uchida et al., 2009).

A aplicacdo da transfecdo balistica limita-se fundamentalmente a pele para fins de
vacinagdo génica, imunoterapia e terapia génica “suicida” para o tratamento de certas

neoplasias (Ibraheem et al., 2014).

Injecdo a Jacto (Jet injection)

Trata-se igualmente de um método balistico consistindo na injecdo local a alta pressédo
de uma solucéo contendo o &cido nucleico, de forma a forcar a sua entrada nas células
(Villemejane & Mir, 2009; Giacca, 2010). A internalizacdo das moléculas encontra-se
diretamente relacionada com a pressdo do jato pois este é responsavel pela criacdo de
orificios de entrada na superficie da pele e membranas (Schramm-Baxter & Mitragotri,
2004).

Podem considerar-se dois tipos de injecéo: alto volume (>100 pL) e baixo volume (20-
30 pL). Ambos, porém, usam a mesma concentracdo de ADN que pode variar entre 0,1
e 1 pg/pL de solugdo (Villemejane & Mir, 2009). Este método fisico apresenta maior
capacidade de penetracdo que a injecdo balistica de ADN (Giacca, 2010) e a sua
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combinacdo com a eletroporagédo parece aumentar a eficiéncia de transfecdo (Horiki et
al., 2004).

Apesar de ter outras numerosas aplicacfes clinicas, na terapia génica a injecao a jacto
tem sido utilizada na transfecdo da pele e de outros tecidos como o muscular, adiposo e
mamario, para o tratamento de neoplasias, vacinacdo e doencas cutaneas de etiologia
genética (Villemejane & Mir, 2009).

Injecdo Intravascular Hidrodinamica

Este método fisico de transferéncia génica consiste na aplicacdo de uma pressao
hidrodinamica controlada em capilares para aumentar a internalizacdo celular de acidos
nucleicos em circulagdo no sangue. O aumento de pressdo provoca a separacdo das
juncdes celulares endoteliais e a formagdo transitoria de poros na membrana plasmatica
das células-alvo subjacentes ao endotélio, fendmenos denominados como hidroporacao.
Outros mecanismos alternativos de internalizacdo tém sido propostos como a mediagédo

por recetores ou macropinocitose (Suda & Liu, 2007).

Desde a sua primeira utilizacdo, no final dos anos 90, que este método tem sido
fundamentalmente aplicado com bastante sucesso na transfecdo de hepatécitos de
roedores, através de injecdo na veia caudal, para estudos basicos e translacionais de
varias doencas humanas (Bonamassa, Hai, & Liu, 2011). A sua aplicacdo noutros
tecidos, noutras espécies animais, através de vias vasculares alternativas tem sido
também explorada (Suda & Liu, 2007).

A utilizacdo deste método em humanos parece ainda inexequivel pois requer a injecao
intravascular de altos volumes de solucdo a elevada velocidade, que acarretam em
consequéncia perturbacdes hemodinamicas e organicas. Apesar de transitdrias,
totalmente reversiveis e na generalidade bem toleradas nos modelos animais, estas
poderdo ndo ser seguras para o ser humano (Suda & Liu, 2007). O desenvolvimento de
sistemas de injecdo controlados por computador permite um maior controlo da pressédo
criada e possibilita o ajuste caso a caso, podendo assim representar o futuro da aplicagéo

clinica em humanos deste método de transferéncia génica (Yokoo et al., 2013).
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Contudo, a sua simplicidade, possibilidade de readministracdo, relativa seguranca,
toxicidade reduzida e, principalmente, elevada eficiéncia (uma das maiores registadas
em métodos ndo-virais) tornam a injecdo intravascular hidrodindmica num metodo
bastante desejavel e promissor para a terapia genica (Suda & Liu, 2007; Bonamassa et
al., 2011).

Eletroporacéo

Mais corretamente denominada eletropermeabilizacdo, este método consiste na
introducdo de moléculas nas células, através da membrana, pela exposicao celular a

impulsos elétricos (Shirley, Heller, & Heller, 2014).

A membrana citoplasmatica separa o interior das células do ambiente circundante,
ambos altamente condutores, impedindo a passagem de moléculas polares e de maior
dimensdo. A aplicacdo de um campo elétrico cria uma diferenca de potencial na
membrana que, por sua vez, induz nela alteracdes estruturais que levam a sua
permeabilizacdo (Shirley et al., 2014). Varios parametros fisicos (duracdo do pulso,
intensidade do campo e geometria dos elétrodos) e bioldgicos (tamanho, forma e
densidade celular) influenciam o estabelecimento desta diferenca de potencial
(Villemejane & Mir, 2009).

Iniciando-se em menos de uma dezena de microsegundos, a permeabilizacdo permanece
ao longo de varios minutos. Contudo, a presenca prévia do ADN plasmidico é essencial,
pois apesar de a membrana permanecer permeavel esta molécula é incapaz de a

atravessar posteriormente a aplicagdo do campo elétrico (Gothelf & Gehl, 2012).

Esta destabilizacdo induzida na membrana é totalmente reversivel, garantindo-se a
sobrevivéncia das células eletropermeabilizadas. No caso de o campo elétrico ser
demasiado intenso ou de excessiva duragdo, estas alteracOGes estruturais podem
converter-se em definitivas e comprometer assim a viabilidade celular (Villemejane &
Mir, 2009). Atualmente é geralmente aceite que impulsos elétricos de curta duracdo
(microsegundos) com forca de campo elevada (>700 V/cm) transferem o ADN com

reduzidos efeitos adversos nas células (Shirley et al., 2014).
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Aplicada pela primeira vez por Neumann et al. (1982), esta técnica € atualmente usada
em varios tecidos como o musculo esquelético, pele, figado e em neoplasias, entre
outros (Villemejane & Mir, 2009; Gothelf & Gehl, 2012). No dominio da Medicina
Dentaria, tem sido aplicada para a transfecdo e diferenciacdo de células estaminais

provenientes da polpa dentaria (Rizk & Rabie, 2013).

A utilizacdo mais frequente deste método ndo-viral, para além da transferéncia
eletrogénica, consiste na eletrotransferéncia de agentes quimioterapéuticos para as
células neoplésicas, ou eletroquimioterapia, que foi aprovada para uso clinico e
encontra-se em aplicacdo nos Estados Unidos e em varios paises europeus (Shirley et
al., 2014).

Apesar de apresentar vdarias vantagens como seguranca, localizacdo precisa da
transferéncia, curto espaco de tempo entre injecdo e entrega e facilidade e baixo custo
do procedimento, a sua aplicacdo in vivo apresenta ainda algumas limitacdes como o
reduzido numero de células transfetadas, necessidade de cirurgia para aplicacdo em
orgdos internos e possibilidade de lise celular (Kamimura et al., 2011; Ibraheem et al.,
2014).

Sonoporacéo

A sonoporacédo consiste na aplicacdo de ultrasons para, atraves da permeabilizacdo das
membranas celulares, melhorar a internalizacdo de moléculas de maior dimensao
(Villemejane & Mir, 2009).

As ondas ultrassonicas podem ser aplicadas por si s6 ou em combinagdo com
microbolhas (microbubbles). Estas estruturas, que se encontram repletas de gas e sdo
estabilizadas por um lipido, proteina ou polimero, permitem aumentar a permebilizacédo
da membrana e consequentemente a eficiéncia da transfecdo (Escoffre, Zeghimi,
Novell, & Bouakaz, 2013).

O mecanismo de atuagdo da sonoporacdo € semelhante & eletropermeabilizacdo na
medida em que as ondas sonoras provocam igualmente uma diferenca de potencial e
consequente quebra transitoria na integridade da membrana, facilitando assim a entrada

de ADN plasmidico na célula. Contudo, apesar de varias propostas terem sido

38



Desenvolvimento

apresentadas, ndo existe até hoje consenso em relacdo aos mecanismos celulares exactos

que levam a transferéncia génica mediada por ultrassons (Delalande et al., 2013).

A sua aplicagdo in vivo tem sido explorada em diversos tecidos, focando-se naqueles
que sdo mais facilmente acessiveis a ecografia diagndstica como o musculo cardiaco e
esquelético e tecidos neoplasicos, entre outros (Escoffre et al., 2013). A nivel oral, este
método fisico tem sido estudado para a transfecdo e diferenciacao de células estaminais
da polpa dentaria em odontoblastos e consequente formacdo de dentina reparadora
(Nakashima, lohara & Zheng, 2006), transfecdo de células dos tecidos periodontais

(Sugano et al., 2014) e tratamento do cancro oral (Maeda et al., 2009).

Apesar de se tratar de um procedimento ndo-invasivo de baixo custo, simples, seguro e
com o potencial de tratar tecidos internos (Escoffre et al., 2013), a extensdo da
transferéncia génica € dificil de padronizar e muito variavel de acordo com diferentes
condigdes experimentais (Giacca, 2010). Um maior conhecimento dos mecanismos
celulares relacionados com a internalizacdo do plasmideo serd essencial para o
desenvolvimento e futura aplicacdo clinica da sonoporacdo (Delalande et al., 2013).
Estudos demonstram que a combinagdo de um campo elétrico com ondas ultrassénicas,
ou eletrosonoporacdo, alcanga uma maior eficiéncia de transfecdo (Escoffre, Kaddur,
Rols, & Bouakaz, 2010).

Magnetofecédo

Consiste na transferéncia génica através da aplicacdo de um campo magnético. A
utilizacdo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro, revestidas por lipidos
catiénicos ou polimeros e associadas a ADN plasmidico por interacdo eletroestética,
permite a sua concentracdo nas células-alvo pela influéncia de um campo magnético
externo. Apesar de apresentar varias vantagens significativas e de ter sido aplicada em
maltiplos estudos em animais, este método fisico ainda ndo é uma solucdo totalmente
alternativa, sendo necessarios mais estudos pré-clinicos (Plank, Zelphati, & Mykhaylyk,
2011).
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Fotoporacéo

Este método aplica um pulso laser como forca fisica para gerar poros transitorios na
membrana celular e assim permitir a internalizagdo do material genético. Zeira et al
(2003) descreveram pela primeira vez este tipo de transfecdo no musculo de ratos,
obtendo uma eficiéncia superior a simples injecdo de ADN e comparavel a da
eletroporacdo. Apesar de varios desenvolvimentos e aplicacdes recentes deste método,
mais estudos sdo necessarios até que este procedimento se torne numa técnica pratica

para a transferéncia génica, quer in vitro quer in vivo (Kamimura et al., 2011).

2.2.2.2. Métodos Quimicos

Ao contrario dos métodos fisicos, que modificam as propriedades das membranas
bioldgicas, os métodos quimicos alteram as propriedades dos acidos nucleicos de forma
a facilitar a sua entrada nas células-alvo. Esta alteracdo resulta da associacdo com
moléculas (lipidos, proteinas e/ou polimeros catidnicos), que permite reduzir a
hidrofilicidade e neutralizar a carga elétrica dos acidos nucleicos. Apesar dos grandes
avancos alcancados nesta area ao longo das duas ultimas décadas, a relativa seguranca e
simplicidade destes vetores ndo compensam a sua ainda insatisfatoria eficiéncia
(Giacca, 2010).

Lipofeccdo

Consiste na transfecdo das células-alvo através da combinacdo entre ADN e lipossomas
ou lipidos cationicos, também denominada lipoplexo. Apesar das suas vantagens e do
seu extenso uso in vitro e in vivo, ainda permanecem muitas questdes relativas a sua
potencial citotoxicidade e ao seu mecanismo de internalizacdo do acido nucleico, bem
como o papel que os lipidos catidnicos tém nesse processo (Kamimura et al., 2011;
Ginn et al., 2013; Ibraheem et al., 2014).
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Polimeros Cationicos

Os polimeros cationicos, a pH fisiologico, sdo usados para condensar o acido nucleico
anionico num complexo nanométrico, denominado poliplexo, mediante interacfes
eletrostaticas. A reducdo de tamanho e a mudanca na carga elétrica parecem ser 0s
mecanismos através dos quais ocorre a passagem membranar do gene terapéutico para a

célula de interesse (lbraheem et al., 2014).

Um vasto numero de polimeros tem sido estudado e usado como vetores para a
transferéncia génica, desde proteinas naturais (gelatina e colagénio), polissacaridos
(quitosano e ciclodextrinas) e polimeros sintéticos como dendrimeros catidnicos,
poliésteres e polimetacrilatos (Parhiz et al., 2013). Infelizmente o recurso a poliplexos
in vivo ainda ndo se encontra totalmente estabelecido devido a sua toxicidade, baixa
eficiéncia, dispersdo do polimero e falta de informacdo relativamente ao mecanismo

exacto de transferéncia génica (lbraheem et al., 2014).

Péptidos

Os péptidos com curtas sequéncias de aminoacidos sdo facilmente produzidos e
caracterizados, para além de ndo serem geralmente imunogénicos ou toxicos. A baixa
eficiéncia demonstrada pelos péptidos como método de transferéncia génica tem levado
a sua combinacdo com outros métodos tais como sistemas lipido-péptido ou
formulacGes polimero-péptido. Estes tém demonstrado eficacia no ultrapassar de certas
barreiras apresentadas por outros métodos faltando, contudo, mais estudos para
corroborar esta vantagem e levar a aplicacdo clinica este tipo de vetores (Parhiz et al.,
2013).

2.2.2.3. Meétodos Biologicos

A semelhanga dos virus, também bactérias, bacteridfagos e fungos tém sido explorados
como veiculos de transferéncia génica. Usados fundamentalmente para o tratamento de
neoplasias (Mohit & Rafati, 2013), encontram-se actualmente presentes em 27 ensaios
clinicos (Ginn et al., 2013).
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2.3. Aplicacbes na Medicina Dentéaria

No inicio, a terapia génica foi inspirada e concebida para o tratamento de doengas
genéticas monogénicas e foram sobre estas que ndo sO se debrucaram 0s primeiros
ensaios clinicos em humanos, como também os mais recentes sucessos alcangados nesta
area. Atualmente a terapia génica é estudada para o tratamento de maultiplas doencas
(tabela 3 do anexo) desde neoplasias, doencas cardiovasculares, doencas infeciosas
(onde se destaca o VIH/SIDA), doencas neuroldgicas, doencas oftalmoldgicas, doengas

inflamatdrias, entre outras (Ginn et al., 2013).

Baum & O’Connell (1995) escrevem pela primeira vez sobre a possivel aplicagdao da
terapia génica na medicina dentaria, referindo o tratamento do cancro oral e a transfecédo
de queratindcitos da mucosa oral e de células das glandulas salivares. Desde entdo que
praticamente todos os tecidos da cavidade oral e um largo espectro de patologias orais
foram alvo de transferéncia génica. Nenhuma aplicacdo oral da terapia génica se
encontra pronta para uso clinico rotineiro em humanos, apesar de provado 0 seu sucesso
em estudos animais e de recente evidéncia de utilidade em ensaios clinicos humanos
(Baum, 2014).

2.3.1. Tratamento do Cancro Oral

O cancro oral é o sexto cancro mais prevalente em todo o Mundo. Em Portugal, entre
1998 e 2007, foram diagnosticados 9623 casos e neste mesmo periodo observou-se um
aumento na sua incidéncia, a excecdo do cancro labial (Monteiro et al., 2013). Apesar
de muitos esforcos para a investigacdo e desenvolvimento de novas terapias para esta
neoplasia a sobrevivéncia a cinco anos ndo melhorou, permanecendo uma das mais
baixas (Ayllon Barbellido et al., 2008).

O crescente conhecimento sobre a biologia do cancro oral e o papel dos genes na sua
oncogénese permitiram estabelecer possiveis alvos terapéuticos (Ayllén Barbellido et
al., 2008). De facto, o foco inicial da terapia génica na regido oral foi para o tratamento
do carcinoma pavimento celular, tendo o primeiro ensaio clinico decorrido ha cerca de
duas decadas (Baum, 2014).

De uma forma geral podem considerar-se duas abordagens para o tratamento do cancro

através da terapia génica: tornar as células neoplasicas como alvo, inibindo a sua
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proliferacdo, transferindo genes suicidas ou eliminando-as através de virus oncoliticos,
ou melhorar a eficicia do sistema imunitario em reconhecer e destruir estas celulas,
também denominada imunoterapia (Giacca, 2010). Particularmente para o cancro oral,
diversas estratégias tém sido abordadas, tais como: adi¢do génica, vetores oncoliticos,
terapia génica “suicida”, inibicdo da angiogénese tumoral, imunoterapia, excisao génica
e ARN antisense. A adigdo génica e os vetores oncoliticos parecem ser as abordagens
mais promissoras (Ayllon Barbellido et al., 2008).

Em 2003 a Republica Popular da China aprovou um adenovirus serotipo 5 ndo-
replicativo, contendo o gene do p53 (Gendicine™), para uso clinico em humanos no
tratamento do carcinoma espinocelular da cabeca e do pesco¢o. Mais tarde, em 2005,
aprova também, para a mesma neoplasia, a utilizacdo de um adenovirus oncolitico,
condicionalmente replicativo (Oncorine™), em combinagdo com a quimioterapia
(Wirth et al., 2013). O facto de existirem algumas duvidas em relacdo a qualidade dos
ensaios clinicos executados e de ndo existir evidéncia cientifica publicada nos ultimos
cinco anos sobre o uso continuado do Gendicine™ faz com que estas terapias ainda nao
tenham sido aprovadas por nenhuma agéncia governamental europeia ou norte-
americana (Ledley et al., 2014). Contudo, um adenovirus oncolitico semelhante ao
Oncorine™, denominado ONY X-015, tem sido sujeito a varios ensaios de fase | e Il
para o tratamento do cancro oral e de outras neoplasias apresentando resultados

promissores (Hemminki & Hemminki, 2014).

Para uma futura aplicacdo da terapia génica no tratamento do cancro oral serd
necessario uma otimizacdo dos vetores e da eficacia de transfecao (Ayllon Barbellido et
al., 2008; Baum, 2014).

2.3.2. Glandulas Salivares

Uma das aplicagbes mais relevantes e promissoras da terapia génica em medicina
dentaria tem como alvo as glandulas salivares. Podem distinguir-se duas grandes areas
de aplicacdo: prevencao e reparacdo da hipofuncgéo salivar e xerostomia pos-radioterapia
e producdo nas glandulas salivares de proteinas terapéuticas para acéo local ou sistémica
(Baum, 2014).
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2.3.2.1. Prevencao e Reparacdo da Hipofuncdo Salivar e Xerostomia Pos-
Radioterapia

A saliva € um elemento muito importante para a manutencdo da salde oral e das
funcBes do trato gastrointestinal superior (Jensen et al., 2010). As glandulas salivares,
produtoras de saliva, sdo constituidas por dois tipos celulares: as células acinares e as
células ductais. As células acinares, permeaveis a agua, excretam cloreto de sddio
formando a saliva primaria isotonica ao passo que as células ductais, impermeaveis a
agua, reabsorvem parte desse cloreto de sddio, originando assim a saliva final

hipotonica (Samuni & Baum, 2011).

E atualmente consensual na literatura que a hipofuncdo salivar e a xerostomia sio
efeitos adversos muito frequentes do tratamento do cancro oral, em particular da
radioterapia, embora a sua verdadeira prevaléncia e fisiopatologia ndo se encontrem
ainda determinadas (Jensen et al., 2010). Varios autores consideram que a maioria das
células lesadas sdo acinares, sobrevivendo principalmente células ductais (Baum et al.,
2010). Estes efeitos adversos tém um impacto muito significativo na qualidade de vida
dos pacientes oncoldgicos, levando a um aumento do risco de infe¢bes orais, lesdes de
carie, dor orofacial, entre outras alteracGes fisicas e psicolégicas (Plemons, Al-Hashimi
& Marek, 2014).

Apesar de existirem atualmente técnicas de radioterapia que reduzem o impacto sobre as
glandulas salivares, como a radioterapia de intensidade modulada ou a radioterapia
conformacional tridimensional, ambas provocam ainda assim hipofuncdo salivar e
xerostomia, ainda que numa incidéncia inferior a da radioterapia convencional (Jensen
et al., 2010). N&o obstante a existéncia de uma variedade de agentes terapéuticos para o
tratamento destes efeitos adversos, como a pilocarpina, lubrificantes e substitutos
salivares, 0 seu tratamento € raramente eficaz (Sasportas et al., 2013; Plemons, Al-
Hashimi & Marek, 2014).

Pelo facto de ndo haver uma terapia convencional para o tratamento da hipofuncao
salivar, diversos autores comecaram a olhar para a terapia génica como uma possivel
solucdo para esta patologia. As glandulas salivares sdo um érgdo-alvo com muitas

vantagens para a terapia génica (Samuni & Baum, 2011), tais como:
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e Fécil acesso do vetor as células epiteliais atraves da canulacdo dos canais
excretores das glandulas, um procedimento minimamente invasivo e

rotineiramente praticado durante as sialografias;

e Volume de fluido passivel de infusdo em cada glandula encontra-se definido

(0,5-1,5 mL - determinado exatamente para cada glandula e paciente);
e Auséncia de diluicdo ap6s infusdo;

e Divisdo lenta das células epiteliais permite ter uma populacdo estavel perante

vetores nao-integrantes;

e Producdo de niveis significativos de proteinas transgénicas pelas células
epiteliais salivares quer para exportacdo exdcrina quer para exportacao

endocrina;

e Minimizacdo do risco de expansdo dos vetores para além dos limites das

glandulas por estas serem capsuladas;

e Na presenca de efeitos adversos potencialmente fatais, as glandulas salivares néo

sdo indispensaveis a vida humana e poderdo ser removidas;

Apo0s a descoberta das aquaporinas (canais que facilitam o movimento transmembranar
de agua em resposta a um gradiente osmotico) e do isolamento do ADN complementar
da aquaporina-1 (hAQP1), uma equipa de investigadores norte-americanos colocou a
hipotese de a transferéncia génica da hAQP1 nas células ductais, mediada por um
adenovetor serotipo 5, aumentar a secre¢do de saliva, pela indugdo da permeabilizagédo
nestas células (Samuni & Baum, 2011). Varios estudos in vitro e in vivo, em diversos
modelos animais como o0 rato, porco ou macaco rhesus, e um extenso estudo de
toxicologia e biodistribuicdo demonstraram a seguranca e eficacia desta terapia. Estes
resultados impulsionaram a realizacdo de um ensaio clinico em humanos, iniciado em
2008 (Baum et al., 2010; Samuni & Baum, 2011).

Os resultados do ensaio clinico demonstram que de 11 individuos seis apresentaram um
aumento do fluxo salivar e, destes seis, cinco referiam uma melhoria nas queixas
subjetivas. O motivo mais comum para a falta de eficacia nos restantes individuos
relaciona-se com a resposta imunitaria apresentada contra o vetor. Todos os efeitos

adversos ocorridos foram classificados como leves ou moderados sendo que a vasta
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maioria (> 75%) foi classificada como ndo relacionada com a terapia. No mesmo
sentido ndo foram encontradas alteracdes em nenhum dos pardmetros hematoldgicos e
quimicos avaliados no decurso do ensaio. Pode assim concluir-se que esta abordagem
para o tratamento da hipofuncédo salivar é segura e resulta em significativas melhorias

objetivas e subjetivas (Baum et al., 2012).

Um follow-up a longo prazo destes 11 individuos esta em curso para determinar a
duracdo méaxima destas melhorias e recolher mais informacdo sobre bioseguranca.
Paralelamente, um segundo ensaio clinico em humanos com um vetor viral menos
imunogenico (AAV2), e em consequéncia de expressao transgénica mais prolongada,

esta a ser planeado (Baum, 2014).

Para aléem do tratamento da hipofuncdo salivar e xerostomia, a aplicacdo da terapia
génica também se tem focado na sua prevencdo através da transferéncia de genes
codificadores do fator de crescimento dos queratindcitos (Zheng et al., 2011) ou da
cinase tipo Tousled 1B (Timiri Shanmugam et al., 2013). Apesar de ainda limitadas a

estudos animais, estas abordagens apresentam resultados encorajadores.

2.3.2.2. Producéo de Proteinas Terapéuticas para A¢ao Local ou Sistémica
Apesar das glandulas salivares terem primariamente uma secrecdo exdcrina esta
igualmente descrita uma via enddcrina (sanguinea). O segundo foco da aplicacdo da
terapia génica nas glandulas salivares baseia-se nesta dupla secre¢do e consiste na
transformagao destas glandulas em “bioreatores endogenos” para a producdo de
proteinas com fim terapéutico na cavidade oral e trato gastrointestinal superior (accao
local através da secrecdo exdcrina) ou a nivel sistémico, através da via enddcrina (Perez
et al., 2010; Samuni & Baum, 2011).

Multiplas aplicagdes enddcrinas tém sido sugeridas como o tratamento da deficiéncia de
hormona de crescimento, hipoparatiroidismo (hormona paratiroideia), anemia cronica
(eritropoietina), doenca de Fabry (a-galactosidase), diabetes mellitus tipo 1 (proinsulina
B10) e tipo 2 (péptido 1 tipo-glucagon) e deficiéncia em a-1-antitripsina. Para acdo
local tem sido estudada a transducdo do gene da histatina 3 para o tratamento das

candidiases resistentes aos derivados azélicos e do fator de crescimento dos
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queratindcitos para a prevencdo da mucosite induzida pela radioterapia (Perez et al.,
2010; Baum, 2014).

Estes estudos tém sido conduzidos em diversas espécies animais embora ndo tenha sido
feito nenhum ensaio clinico em humanos. A razao principal para este facto relaciona-se
com a falta de conhecimento sobre os mecanismos moleculares e celulares através dos
quais é determinada a via pela qual uma proteina de secrecdo segue. Isto tem sido
evidente em certos estudos animais nos quais se observa que uma proteina destinada
para secrecdo endocrina acaba por ser maioritariamente excretada pela saliva (Perez et
al.,, 2010). Enquanto estes mecanismos ndo forem totalmente compreendidos €
improvavel que ensaios clinicos em humanos venham a ser aprovados para estas

aplicacGes num futuro proximo (Baum, 2014).

2.3.3. Regeneracédo Tecidular Maxilofacial

Estima-se que mais de 85% da populagdo mundial necessita de reparagdo ou
substituicdo de uma estrutura maxilofacial, incluindo osso, dentes, articulagdo temporo-
mandibular, entre outras. Contudo, a regeneracdo destes tecidos € um desafio pela
complexidade da interacdo entre a ciéncia basica e engenharia de tecidos e a sua
translacdo clinica. A terapia génica é uma ferramenta Unica que pode aumentar
significativamente o progresso no sentido de uma regeneracdo craniofacial clinica
(Scheller, Villa-Diaz & Krebsbach, 2012).

2.3.3.1. Periodonto

O termo “regeneragdo” pode ser definido como a reconstru¢do de tecidos perdidos ou
lesados de forma a restaurar totalmente a sua estrutura e fungdes originais. O tratamento
periodontal regenerativo utiliza técnicas especificas para restaurar as estruturas de
suporte do dente (ligamento periodontal, osso alveolar e cemento radicular) e a sua
funcéo, perdidas como resultado da periodontite ou trauma (Ramseier, Rasperini, Batia
& Giannobile, 2012).

Atualmente existe uma grande diversidade de solugdes para a regeneragdo periodontal
como 0 enxerto autégeno, enxerto alégeno, xenoenxerto, membranas reabsorviveis e

nédo-reabsorviveis e fatores de crescimento. Os fatores de crescimento tém ganho maior
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destaque nos ultimos anos, em particular as proteinas derivadas da matriz do esmalte e

as proteinas 6sseas morfogenéticas (Ramseier et al., 2012).

Apesar dos resultados encorajadores de diversos estudos sobre regeneracdo periodontal
usando fatores de crescimento recombinantes, existem limitacOes tais como atividade
bioldgica transitoria (tempo de semi-vida curto), inativacdo por proteases, baixa
biodisponibilidade por parte dos veiculos de entrega existentes, reduzida retencdo no
local e custos consideraveis. Para além destas limitagdes, nenhuma técnica disponivel
atualmente tenta mimetizar os acontecimentos que ocorrem no processo natural de
osteogénese, onde multiplos fatores regenerativos interagem numa sequéncia temporal e
espacial definida (Ramseier et al., 2012; Scheller et al., 2012).

A terapia génica apresenta vantagens unicas em relacdo as técnicas de regeneragdo
periodontal convencionais: maior tempo de semi-vida e duracdo da atividade biologica
através da expressdo transgénica continua dos fatores pelas células transduzidas e
possibilidade de controlo da quantidade, distribuicdo temporal e distribuicdo espacial
(quando associado a matrizes) de mdaltiplos fatores regenerativos de forma mais

préxima ao fendmeno osteogénico natural (Rios, Lin, Oh, Park, & Giannobile, 2011).

Diversas células do tecido 6sseo tém sido transduzidas/transfectadas para o estudo da
terapia génica regenerativa. Os vetores mais utilizados tém sido os virais, em particular
os adenovirais, adeno-associados, retrovirais e lentivirais (Fischer et al., 2011), embora
0s vetores ndo-virais tenham sido também explorados (Sugano et al., 2014). Apesar da
abordagem in vivo ser a preferida por ser mais simples, pratica, minimamente invasiva e
pouco dispendiosa, a ex vivo € atualmente a mais usada nos estudos, pela sua maior
seguranca e controlo (Fischer et al., 2011; Rios et al., 2011). O tipo de defeito dsseo tem
de ser igualmente tomado em consideracdo pois influencia a capacidade de retencédo dos
vetores, podendo ser necessarias matrizes. Para uma orientacdo tridimensional da
regeneracdo deve recorrer-se a uma matriz de porosidade variavel que permita o

crescimento de certas células em detrimento de outras (Rios et al., 2011).

Podem considerar-se duas estratégias na utilizacdo da terapia génica para a regeneracao

periodontal:
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e Expressdo transgénica de apenas um fator regenerativo;

Um grande numero de genes esta envolvido nos maltiplos passos da osteogénese e séo,
assim, candidatos potenciais para a terapia génica. Os mais utilizados sdo os genes do
fator de crescimento derivado das plaquetas e das proteinas 0sseas morfogenéticas
(POM). As POM-2, -4 e -7, e mais recentemente as POM-6 e -9, séo as preferidas por
terem uma grande capacidade de inducdo da osteogénese (Fischer et al., 2011; Rios et
al., 2011; Ramseier et al., 2012).

e Expressao transgénica de combinacdes de genes para accdo sinérgica;

N&o obstante a maioria dos estudos focar-se exclusivamente na utilizagdo de um Unico
fator regenerativo, esta estratégia ndo explora o verdadeiro potencial da terapia génica
em mimetizar os fendmenos da osteogénese natural. A descoberta que a expressdo
combinada de diferentes fatores conduz a um efeito sinérgico com maior diferenciacédo
celular e osteogénese tem fomentado o seguimento desta alternativa. As conjugacdes
mais frequentes baseiam-se na combinagdo de POMs com outros fatores, como outras
POMs (-2 e -7 ou -4 e -7), fatores angiogénicos (fator de crescimento do endotélio
vascular) e fatores de transcricdo osteogénicos como o Runx2, por exemplo (Fischer et
al., 2011). A inclusdo de indutores como a dexametasona, doxiciclina ou rapamicina
permite controlar a duragdo e a sequéncia temporal da expresséo transgénica dos fatores

regenerativos (Scheller et al., 2012).

Apesar de se terem alcangado resultados promissores em modelos animais, ainda néo
existem ensaios clinicos humanos efetuados. Outras aplicacbes, mais restritas a
regeneracdo 0ssea, poderdo passar pelo aumento da quantidade de osso disponivel no
rebordo alveolar e/ou elevagdo do seio maxilar para a colocagdo de implantes (Fischer
etal., 2011).

A regeneracdo tecidular periodontal por si s6 ndo é a Unica resposta para garantir
previsivelmente um tratamento estavel a longo prazo de pacientes com um historial de
doenca periodontal. Sabe-se atualmente que a resposta do hospedeiro contra as bactérias
periodonto-patogénicas, através de metaloproteinases, catepsinas e outros mediadores
inflamatdrios, € o fator principal para a destruicdo do tecido periodontal. Através da
terapia génica diversos investigadores tém procurado modular a resposta do hospedeiro

de forma a evitar a progressao da periodontite. Cirelli et al (2009) recorreram ao gene da

49



Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

imunoglobulina Fc anti-recetor do fator de necrose tumoral, através de um vetor viral
adeno-associado, num modelo experimental de periodontite. Os niveis terapéuticos de
expressdo transgénica da proteina mantiveram-se durante mais de trés meses e o volume
e densidade de perda Ossea foram inibidos ap0s a administracdo. Patil et al (2008)
demonstraram que uma sobreexpressdo de tristetraprolina, uma proteina reguladora das
citoquinas, induzida através de um vetor adenoviral, reduz significativamente in vitro a
expressao da interleucina-6, fator de necrose tumoral-a e prostaglandina E2, reduzindo a
perda 6ssea induzida por inflamacéo e o infiltrado inflamatdrio. Mais recentemente, Yu
et al (2011) demonstraram o potencial da proteina cinase fosfatase 1 em prevenir a
perda de o0sso alveolar in vivo. Estes resultados sugerem a possivel aplicacéo da terapia
génica na modulacdo da progressao da doenga periodontal (Rios et al., 2011; Ramseier
etal., 2012).

2.3.3.2. Articulagéo Temporo-Mandibular (ATM)

A regeneracdo da ATM implica a criacdo de 0sso e cartilagem funcionais com uma zona
de transicdo apropriada. Esta tem sido tentada atraveés de um enxerto osteocondral,
constituido por condrdcitos diferenciados e fibroblastos gengivais transduzidos com
POM-7 numa matriz pré-fabricada. Paralelamente, a reparacdo desta estrutura tem sido
estudada em modelos animais (ratos) com a injecdo no tecido condilar de um vetor viral
adeno-associado contendo o gene do fator de crescimento do endotélio vascular. Uma
maior exploracdo e melhoria destas técnicas poderdo colocar a reparagdo ou
regeneracdo da ATM nos limites da terapia génica (Scheller et al., 2012).

2.3.3.3. Complexo Pulpo-Dentinario

O dente é composto por diferentes tipos de tecido mineralizado, com diferentes
processos formativos e capacidades regenerativas. O cemento radicular regenera
naturalmente ao longo de toda a vida ao contrério do esmalte cuja regeneracdo nédo é
possivel apds a erupcdo pois as suas células progenitoras (ameloblastos) sofrem

apoptose durante a formacéo da matriz de esmalte (Malhotra & Mala, 2012).

Ao longo da vida a dentina, com o auxilio da polpa dentaria, tem a capacidade de se

regenerar perante estimulos nocivos formando dentina tercidria. Esta dentina é
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subclassificada em reacionaria ou reparativa consoante seja formada por odontoblastos
primarios ou, em casos de maior destruicdo, por odontoblastos recém-diferenciados a

partir de células pulpares progenitoras, respetivamente (Simon et al., 2011).

A regeneragdo do complexo pulpo-dentindrio, também denominada regeneragdo
endodontica, tem sido desenvolvida ao longo dos ultimos anos. Para mimetizar este
fendmeno através de engenharia de tecidos, existem diversas alternativas baseadas em
trés elementos: células estaminais, fatores de crescimento e matrizes (Simon et al.,
2011; Malhotra & Mala, 2012).

A terapia génica tem procurado a transducdo das células pulpares com genes de
proteinas 0sseas morfogenéticas para induzir a dentinogénese. Em casos de extensa
pulpite ou necrose pulpar, nos quais a quantidade de células pulpares vitais € muito
reduzida ou nula, uma abordagem ex vivo é preferivel (Nakashima et al., 2006). Apesar
de alguns resultados positivos a literatura é muito escassa em relacdo ao uso da terapia
génica nesta aplicacdo (Malhotra & Mala, 2012).

A bioengenharia de um dente completo é substancialmente mais complexa e as
estratégias tém-se baseado no uso de células estaminais derivadas da polpa dentaria,
ligamento periodontal e/ou gérmen dentario, associadas a matrizes, com muito pouco

énfase na terapia génica (Scheller et al, 2012).

2.3.4. Tratamento da Dor Orofacial

A dor orofacial € muito prevalente e tem um grande impacto na qualidade de vida dos
doentes. Dentro das suas principais causas ndo-dentarias destacam-se as disfuncdes
temporo-mandibulares e a nevralgia do trigémeo. O tratamento da dor orofacial é
multidisciplinar e inclui terapéuticas ndo-farmacoldgicas e farmacoldgicas, que para
além de onerosas e limitadas nem sempre sdo eficazes (Romero-Reyes & Uyanik,
2014).

A terapia génica representa uma nova abordagem no tratamento da dor cronica que
ultrapassa as limitagdes das terapéuticas convencionais. Ambos 0s vetores, ndo-virais e
virais, tém sido utilizados em modelos animais embora os vetores baseados no virus
herpes simplex sejam largamente os preferidos, pelo seu neurotropismo natural, grande

capacidade de transporte, eficiente transducdo das células-alvo e persisténcia no genoma
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do hospedeiro na forma epissomal extra-cromossoémica, garantindo uma expressao

transgénica prolongada (Goins, Cohen & Glorioso, 2012; Goss et al., 2014).

Os genes transduzidos podem ser divididos em opidides e ndo-opidides. Dentro dos
opidides destacam-se a encefalina, B-endorfina, endomorfina e o receptor opiodide . Os
genes nao-opidides sdo muito diversos podendo ser classificados em cinco grupos:
neurotrofinas, neurotransmissores, moduladores imunitarios, agentes anti-sense e outros
(Goins et al., 2012).

A aplicacdo da terapia genica no tratamento da dor cronica orofacial encontra-se ainda
limitada a estudos animais. Vit et al. (2009) demonstraram que a administracdo no
ganglio trigeminal de ratos de um vetor adenoviral contendo o gene da descarboxilase
do &cido glutdmico induz a sintese de GABA por parte das células gliais satélite,
provocando analgesia orofacial. Mais recentemente Tzabazis et al. (2014) concluiram
que uma Unica injeccdo no ganglio trigeminal (de ratos) de vectores baseados no virus
herpes simplex tipo 1, codificando o gene da preproencefalina humana, induz um efeito
analgésico que dura até 8 semanas. Ambos o0s estudos concluem também que se trata de

uma técnica segura (Vit et al., 2009; Tzabazis et al., 2014).

Os resultados do primeiro ensaio clinico em humanos, e unico (até a data), sobre a
aplicacdo da terapia génica no tratamento da dor oncoldgica concluem que esta € segura
e eficaz. No grupo exposto a maior concentragdo de vetor, os individuos reportaram
uma diminuicdo de dor, numa escala analgésica numérica de 0 a 10, de 8 para 1 nas
primeiras duas semanas, atingindo no maximo o valor 2 num periodo de quatro meses
(Fink et al., 2011).

A terapia génica, por si s6 ou em combinacdo com as terapéuticas convencionais
farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas, podera ser uma solucdo para o tratamento da dor

orofacial cronica num futuro relativamente proximo (Goins et al., 2012).
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2.3.5. Outras Aplicactes
Outras aplicagbes como vacinas de ADN para a cérie dentaria (Russell, 2008),
aceleracdo do movimento ortodontico e inibicdo da reabsorcdo radicular externa

induzida pelo movimento ortodéntico tém sido também teorizadas e exploradas em
modelos animais (Baum, 2014).
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Concluséao

3. Concluséo
A terapia génica pode ser definida como a insercdo de um gene funcional em certas

células para corrigir uma disfuncédo celular ou para induzir uma nova funcao celular.

Apesar de terem de se considerar diversas estratégias, células-alvo e acidos nucleicos
terapéuticos, a transferéncia génica é a parte mais importante desta terapia. De facto,
tornar esta transferéncia mais eficaz representa ainda o desafio mais relevante para o
sucesso clinico da terapia génica. Existem dois grandes grupos de vetores: 0s virais € 0s
ndo-virais. Apesar dos vetores ndo-virais serem 0s métodos mais seguros, 0s vetores
baseados em virus sdo ainda a abordagem mais frequente por serem a que garante maior
eficacia na entrega do material genético terapéutico nas células-alvo. A escolha do vetor
viral depende da ponderacdo de varios elementos como a capacidade de transporte,
simplicidade de producdo, eficiéncia de transducdo, persisténcia da expressdo

transgénica e inducdo de efeitos adversos.

Apesar de um comeco atribulado, fruto da ansia em obter o potencial prometido pela
terapia genica, com os mais de 1800 ensaios clinicos executados até a data, que
demonstram a sua seguranca e eficicia, e a recente e inédita aprovacdo pela Unido
Europeia de um produto de terapia génica para o tratamento da deficiéncia familiar em
lipase lipoproteica (Glybera®), podemos atualmente afirmar que esta passou
definitivamente do dominio ficcional para a realidade. A terapia génica tem sido
explorada para o tratamento de mdltiplas patologias genéticas monogeénicas,
oncoldgicas, cardiovasculares, infeciosas, neurolédgicas, oftalmoldgicas, entre outras.
Também na regido maxilofacial tem sido estudada fundamentalmente para o tratamento
do cancro oral, da hipofuncéo salivar e xerostomia pds-radioterapia, da dor orofacial e
para a regeneracdo tecidular. Outras aplicacbes nesta regido tém sido igualmente

teorizadas e estudadas em modelos animais.

De acordo com os resultados obtidos sobre estas aplicacbes em diversos estudos
animais e de ensaios clinicos humanos, podemos concluir que esta abordagem é segura
e eficaz. Assim, e apesar de faltar um longo caminho, a terapia génica podera, num

futuro préximo, fazer parte do arsenal terapéutico do medico-dentista.

55



Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

56



Bibliografia

4. Bibliografia

Arduino, P., & Porter, S. (Fevereiro de 2008). Herpes Simplex Virus Type | infection:
overview on relevant clinico-pathological features. Journal of Oral Pathology &
Medicine, pp. 107-121.

Assi, H., Candolfi, M., Baker, G., Mineharu, Y., Lowenstein, P., & Castro, M. (11 de
Outubro de 2012). Gene therapy for brain tumors: Basic developments and clinical
implementation. Neuroscience Letters, pp. 71-77.

Ayllon Barbellido, S., Campo Trapero, J., Cano Séanchez, J., Perea Garcia, M. A,
Escudero Castafio, N., & Bascones Martinez, A. (1 de Janeiro de 2008). Gene therapy in
the management of oral cancer: Review of the literature. Med Oral Patol Oral Cir
Bucal, pp. E15-21.

Baum , B., Alevizos, I., Zheng, C., Cotrim, A., Liu, S., McCullagh, L., . . . lllei, G. (20
de Novembro de 2012). Early responses to adenoviral-mediated transfer of the
aquaporin-1 cDNA for radiation-induced salivary hypofunction. Proc Natl Acad Sci
USA, pp. 19403-19407.

Baum, B. (Marco de 2014). Gene therapy. Oral Diseases, pp. 115-118.

Baum, B., & O'Connell, B. (Fevereiro de 1995). The Impact of Gene Therapy on
Dentistry. The Journal of the American Dental Association, pp. 179-189.

Baum, B., Zheng, C., Alevizos, I., Cotrim, A., Liu, S., McCullagh, L., . . . lllei, G.
(Janeiro de 2010). Development of a gene transfer-based treatment for radiation-

induced salivary hypofunction. Oral Oncology, pp. 4-8.

Berns, K. I., & Parrish, C. R. (2013). Parvoviridae. In D. M. Knipe, & P. Howley,
Fields Virology (pp. 1768-1791). Filadélfia: Lippincott Williams & Wilkins.

Biasco, L., Baricordi, C., & Aiuti, A. (Abril de 2012). Retroviral Integrations in Gene
Therapy Trials. Molecular Therapy, pp. 709-716.

Biffi, A., Bartholomae, C. C., Cesana, D., Cartier, N., Aubourg, P., Ranzani, M., . . .
Montini, E. (19 de Maio de 2011). Lentiviral vector common integration sites in
preclinical models and a clinical trial reflect a benign bias and not oncogenic selection.
Blood, pp. 5332-5339.

57



Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

Blaese, R. M., Culver, K. W., Miller, A. D., Carter, C. S., Fleisher, T., Clerici, M., . . .
Anderson, W. F. (20 de Outubro de 1995). T Lymphocyte-Directed Gene Therapy for
ADA-SCID: Initial Trial Results After 4 Years. Science, pp. 475-480.

Bonamassa, B., Hai, L., & Liu, D. (Abril de 2011). Hydrodynamic Gene Delivery and

Its Applications in Pharmaceutical Research. Pharmaceutical Research, pp. 694-701.

Bouard, D., Alazard-Dany, N., & Cosset, F.-L. (Maio de 2009). Viral vectors: from

virology to transgene expression. British Journal of Pharmacology, pp. 153-165.

Bryant, L. M., Christopher, D. M., Giles, A. R., Hinderer, C., Rodriguez, J. L., Smith, J.
B., ... Wilson, J. M. (Junho de 2013). Lessons Learned from the Clinical Development
and Market Authorization of Glybera. Human Gene Therapy Clinical Development, pp.
55-64.

Collet, G., Grillon, C., Nadim, M., & Kieda, C. (10 de Agosto de 2013). Trojan horse at

cellular level for tumor gene therapies. Gene, pp. 208-216.

Deakin, C. T., Alexander, I. E., & Kerridge, I. (Novembro de 2009). Accepting Risk in
Clinical Research: Is the Gene Therapy Field Becoming Too Risk-averse? Molecular
Therapy, pp. 1842-1848.

Delalande, A., Kotopoulis, S., Postema, M., Midoux, P., & Pichon, C. (10 de Agosto de
2013). Sonoporation: Mechanistic insights and ongoing challenges for gene transfer.
Gene, pp. 191-199.

Escoffre, J., Kaddur, K., Rols, M., & Bouakaz, A. (Outubro de 2010). In Vitro Gene
Transfer by Electrosonoporation. Ultrasound in Medicine & Biology, pp. 1746-1755.

Escoffre, J.-M., Zeghimi, A., Novell, A., & Bouakaz, A. (Fevereiro de 2013). In-Vivo
Gene Delivery by Sonoporation: Recent Progress and Prospects. Current Gene Therapy,
pp. 2-14.

Escors, D., & Breckpot, K. (Abril de 2010). Lentiviral vectors in gene therapy: their
current status and future potential. Archivum Immunologiae et Therapiae

Experimentalis, pp. 107-119.

58



Bibliografia

Escors, D., & Breckpot, K. (2012). Introduction to Gene Therapy. In D. Escors, K.
Breckpot, F. Arce, G. Kochan, & H. Stephenson, Lentiviral Vectors and Gene Therapy
(pp. 1-10). Heidelberg: Springer.

Evans, C. H., Ghivizzani, S. C., & Robbins, P. D. (27 de Maio de 2008). Arthritis gene
therapy's first death. Arthritis Research & Therapy, pp. 1-9.

Fink, D., Wechuck, J., Mata, M., Glorioso, J., Goss, J., Krisky, D., & Wolfe, D. (Agosto
de 2011). Gene Therapy for Pain: Results of a Phase | Clinical Trial. Annals of
Neurology, pp. 207-212.

Fischer, J., Kolk, A., Wolfart, S., Pautke, C., Warnke, P., Plank, C., & Smeets, R.
(Janeiro de 2011). Future of local bone regeneration - Protein versus gene therapy.
Journal of Cranio-Maxillo-Facial Surgery, pp. 54-64.

Fletcher, J. C., & Anderson, W. F. (27 de Novembro de 1980). Gene Therapy in Human
Beings: When Is It Ethical to Begin? The New England Journal of Medicine, pp. 1293-
1297.

Gaudet, D., de Wal, J., Tremblay, K., Déry, S., van Deventer, S., Freidig, A., . . .
Méthot, J. (Junho de 2010). Review of the clinical development of alipogene tiparvovec

gene therapy for lipoprotein lipase deficiency. Atherosclerosis Supplements, pp. 55-60.
Giacca, M. (2010). Gene Therapy. Mildo: Springer.

Ginn, S. L., Alexander, I. E., Edelstein, M. L., Abedi, M. R., & Wixon, J. (Fevereiro de
2013). Gene therapy clinical trials worldwide to 2012 - an update. The Journal of Gene
Medicine, pp. 65-77.

Glorioso, J. C. (Fevereiro de 2014). Herpes Simplex Viral Vectors: Late Bloomers with

Big Potential. Human Gene Therapy, pp. 83-91.

Goff, S. P. (2013). Retroviridae. In D. M. Knipe, & P. M. Howley, Fields Virology (pp.
1424-1473). Filadélfia: Lippincott Williams & Wilkins.

Goins, W., Cohen, J., & Glorioso, J. (Novembro de 2012). Gene therapy for the
treatment of chronic peripheral nervous system pain. Neurobiology of Disease, pp. 255-
270.

59



Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

Goins, W., Krisky, D., Wechuck, J., Wolfe, D., Cohen, J., & Glorioso, J. C. (2010).
Herpes Simplex Virus Vectors. In R. Herzog, & S. Zolotukhin, A Guide to Human Gene
Therapy (pp. 69-85). Singapura: World Scientific.

Goss, J., Krisky, D., Wechuck, J., & Wolfe, D. (20 de Janeiro de 2014). Herpes simplex
virus-based nerve targeting gene therapy in pain management. Journal of Pain

Research, pp. 71-79.

Gothelf, A., & Gehl, J. (Novembro de 2012). What you always needed to know about
electroporation based DNA vaccines. Human Vaccines & Immunotherapeutics, pp.
1694-1702.

Hacein-Bey-Abina, S., Garrigue, A., Wang, G. P., Soulier, J., Lim, A., Morillon, E., . ..
Cavazzana-Calvo, M. (Setembro de 2008). Insertional oncogenesis in 4 patients after
retrovirus-mediated gene therapy of SCID-X1. The Journal of Clinical Investigation,
pp. 3132-3142.

Hacein-Bey-Abina, S., Le Deist, F., Carlier, F., Bouneaud, C., Hue, C., De Villartay, J.-
P., . .. Cavazzana-Calvo, M. (18 de Abril de 2002). Sustained correction of X-linked
severe combined immunodeficiency by ex vivo gene therapy. The New England Journal
of Medicine, pp. 1185-1193.

Hacein-Bey-Abina, S., Von Kalle, C., Schmidt, M., McCormack, M. P., Wulffraat, N.,
Leboulch, P., . . . Cavazzana-Calvo, M. (17 de Outubro de 2003). LMO2-Associated
Clonal T Cell Proliferation in Two Patients after Gene Therapy for SCID-X1. Science,
pp. 415-419.

Hemminki, O., & Hemminki, A. (2014). Oncolytic Adenoviruses in the Treatment of
Cancer in Humans. In E. Lattime, & S. L. Gerson, Gene Therapy of Cancer:
Translational Approaches from Preclinical Studies to Clinical Implementation (pp. 153-

170). Londres: Academic Press.

Horiki, M., Yamato, E., Ikegami, H., Ogihara, T., & Miyazaki, J.-i. (Outubro de 2004).
Needleless in vivo gene transfer into muscles by jet injection in combination with

electroporation. The Journal of Gene Medicine, pp. 1134-1138.

Huang, S., & Kamihira, M. (Margo-Abril de 2013). Development of hybrid viral vectors
for gene therapy. Biotechnology Advances, pp. 208-223.

60



Bibliografia

Ibraheem, D., Elaissari, A., & Fessi, H. (1 de Janeiro de 2014). Gene therapy and DNA
delivery systems. International Journal of Pharmaceutics, pp. 70-83.

Jensen, S., Pedersen, A., Vissink, A., Andersen, E., Brown, C., Davies, A., ... Brennan,
M. (Agosto de 2010). A systematic review of salivary gland hypofunction and
xerostomia induced by cancer therapies: prevalence, severity and impact on quality of
life. Support Care Cancer, pp. 1039-1060.

Jeune, V. L., Joergensen, J. A., Hajjar, R. J., & Weber, T. (Abril de 2013). Pre-existing
Anti-Adeno-Associated Virus Antibodies as a Challenge in AAV Gene Therapy.
Human Gene Therapy Methods, pp. 59-67.

Kamimura, K., Suda, T., Zhang, G., & Liu, D. (1 de Outubro de 2011). Advances in
Gene Delivery Systems. Pharmaceutical Medicine, pp. 293-306.

Kimmelman, J. (Margo de 2008). The ethics of human gene transfer. Nature Reviews
Genetics, pp. 239-244.

Kohn, D. B., & Gansbacher, B. (Julho de 2003). Letter to the editors of Nature from the
American Society of Gene Therapy (ASGT) and the European Society of Gene Therapy
(ESGT). The Journal of Gene Medicine, p. 641.

LaFave, M. C., Varshney, G. K., Gildea, D. E., Wolfsberg, T. G., Baxevanis, A. D., &
Burgess, S. M. (Abril de 2014). MLV integration site selection is driven by strong
enhancers and active promoters. Nucleic Acids Research, pp. 4257-42609.

Ledley, F., McNamee, L., Uzdil, V., & Morgan, I. (Fevereiro de 2014). Why
commercialization of gene therapy stalled; examining the life cycles of gene therapy
technologies. Gene Therapy, pp. 188-194.

Lewis, R. (2013). The Forever Fix: Gene Therapy and the Boy Who Saved It. Nova
lorque: St. Martin's Griffin.

Li, H., Malani, N., Hamilton, S., Schlachterman, A., Bussadori, G., Edmonson, S. E., ..
. High, K. (24 de Marco de 2011). Assessing the potential for AAV vector genotoxicity
in a murine model. Blood, pp. 3311-3319.

Macpherson, J., & Rasko, J. (Mar¢o de 2014). Clinical potential of gene therapy:
towards meeting the demand. Internal Medicine Journal, pp. 224-233.

61



Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

Maeda, H., Tominaga, K., Iwanaga, K., Nagao, F., Habu, M., Tsujisawa, T., . . .
Nishihara, T. (Agosto de 2009). Targeted drug delivery system for oral cancer therapy
using sonoporation. Journal of Oral Pathology & Medicine, pp. 572-579.

Malhotra, N., & Mala, K. (Dezembro de 2012). Regenerative endodontics as a tissue
engineering approach: Past, current and future. Australian Endodontic Journal, pp. 137-
148.

McGarrity, G., Hoyah, G., Winemiller, A., Andre, K., Stein, D., Blick, G., . . . Rebello,
T. (Fevereiro de 2013). Patient monitoring and follow-up in lentiviral clinical trials. The

Journal of Gene Medicine, pp. 78-82.

Melchiorri, D., Pani, L., Gasparini, P., Cossu, G., Ancans, J., Borg, J. J., . . . Schneider,
C. K. (Setembro de 2013). Regulatory evaluation of Glybera in Europe - two

committees, one mission. Nature Reviews Drug Discovery, pp. 719-724.

Mingozzi, F., & High, K. (4 de Julho de 2013). Immune responses to AAV vectors:

overcoming barriers to successful gene therapy. Blood, pp. 23-36.

Mohit, E., & Rafati, S. (Dezembro de 2013). Biological delivery approaches for gene
therapy: Strategies to potentiate efficacy and enhance specificity. Molecular

Immunology, pp. 599-611.

Monteiro, L., Antunes, L., Bento, M., & Warnakulasuriya, S. (Abril de 2013). Incidence
rates and trends of lip, oral and oro-pharyngeal cancers in Portugal. Journal of Oral
Pathology & Medicine, pp. 345-351.

Nakashima, M., lohara, K., & Zheng, L. (Outubro de 2006). Gene therapy for dentin

regeneration with bone morphogenetic proteins. Current Gene Therapy, pp. 551-560.

Orkin, S. H., & Motulsky, A. G. (1995). Report and recommendations of the panel to
assess the NIH investment in research on gene therapy. Washington, DC: National
Institutes of Health.

Parhiz, H., Shier, W. T., & Ramezani, M. (Novembro de 2013). From rationally
designed polymeric and peptidic systems to sophisticated gene delivery nano-vectors.

International Journal of Pharmaceutics, pp. 237-259.

62



Bibliografia

Peng, Z. (Setembro de 2005). Current Status of Gendicine in China: Recombinant
Human Ad-p53 Agent for Treatment of Cancers. Human Gene Therapy, pp. 1016-1027.

Pezzoli, D., & Candiani, G. (Fevereiro de 2013). Non-viral gene delivery strategies for
gene therapy: a "ménage a trois" among nucleic acids, materials, and the biological

environment. Journal of Nanoparticle Research, pp. 1-27.

Plank, C., Zelphati, O., & Mykhaylyk, O. (Novembro de 2011). Magnetically enhanced
nucleic acid delivery. Ten years of magnetofection-Progress and prospects. Advanced

Drug Delivery Reviews, pp. 1300-1331.

Plemons, J., Al-Hashimi, I., & Marek, C. (Agosto de 2014). Managing xerostomia and
salivary gland hypofunction: Executive summary of a report from the American Dental
Association Council on Scientific Affairs. The Journal of the American Dental
Association, pp. 867-873.

Pushpendra, S., Arvind, P., & Anil, B. (2012). Nucleic Acids as Therapeutics. In V. A.
Erdmann, & J. Barciszewski, From Nucleic Acids Sequences to Molecular Medicine

(pp. 19-45). Berlim: Springer.

Ramseier, C., Rasperini, G., Batia, S., & Giannobile, W. (Junho de 2012). Advanced
reconstructive technologies for periodontal tissue repair. Periodontology 2000, pp. 185-
202.

Raper, S. E., Chirmule, N., Lee, F. S., Wivel, N. A,, Bagg, A., Gao, G.-p., . . . Batshaw,
M. L. (Setembro-Outubro de 2003). Fatal systemic inflammatory response syndrome in
a ornithine transcarbamylase deficient patient following adenoviral gene transfer.

Molecular Genetics and Metabolism, pp. 148-158.

Rebelo-de-Andrade, H., & Giria, M. (2014). Adenovirus. In H. Barroso, A. Melico-
Silvestre, & N. Taveira, Microbiologia Médica - Volume 2 (pp. 58-67). Lisboa: LIDEL.

Rios, H., Lin, Z., Oh, B., Park, C., & Giannobile, W. (Setembro de 2011). Cell- and
Gene-Based Therapeutic Strategies for Periodontal Regenerative Medicine. Journal of
Periodontology, pp. 1223-1237.

Rizk, A., & Rabie, B. M. (Abril de 2013). Electroporation for Transfection and
Differentiation of Dental Pulp Stem Cells. BioResearch Open Access, pp. 155-162.

63



Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

Roizman, B., Knipe, D. M., & Whitley, R. J. (2013). Herpes Simplex Viruses. In D.
Knipe, & P. Howley, Fields Virology (pp. 1823-1897). Filadélfia: Lippincott, Williams
& Wilkins.

Romero-Reyes, M., & Uyanik, J. (21 de Fevereiro de 2014). Orofacial pain

management: current perspectives. Journal of Pain Research, pp. 99-115.

Russell, R. (2008). Might caries control involve immunization and gene therapy? In O.
Fejerskov, E. Kidd, B. Nyvad, & V. Baelum, Dental Caries: The Disease and its
Clinical Management (pp. 280-286). Oxford: Blackwell Munksgaard.

Samuni, Y., & Baum, B. (Novembro de 2011). Gene delivery in salivary glands: from

the bench to the clinic. Biochimica et Biophysica Acta, pp. 1515-1521.

Sasportas, L., Hosford, D., Sodini, M., Waters, D., Zambricki, E., Barral, J., . . . Sirjani,
D. (Julho de 2013). Cost-effectiveness landscape analysis of treatments addressing
xerostomia in patients receiving head and neck radiation therapy. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol, pp. e37-e51.

Schambach, A., Zychlinski, D., Ehrnstroem, B., & Baum, C. (Fevereiro de 2013).
Biosafety Features of Lentiviral Vectors. Human Gene Therapy, pp. 132-142.

Scheller, E., Villa-Diaz, L., & Krebsbach, P. (Janeiro de 2012). Gene Therapy:
Implications for Craniofacial Regeneration. The Journal of Craniofacial Surgery, pp.
333-337.

Schramm-Baxter, J., & Mitragotri, S. (7 de Julho de 2004). Needle-free jet injections:
dependence of jet penetration and dispersion in the skin on jet power. Journal of
Controlled Release, pp. 527-535.

Sheridan, C. (Fevereiro de 2011). Gene therapy finds its niche. Nature Biotechnology,
pp. 121-128.

Shirley, S., Heller, R., & Heller, L. (2014). Electroporation Gene Therapy. In E.
Lattime, & S. Gerson, Gene Therapy of Cancer: Translational Approaches from
Preclinical Studies to Clinical Implementation (pp. 93-106). Londres: Academic Press.

64



Bibliografia

Simon, S., Berdal, A., Cooper, P., Lumley, P., Tomson, P., & Smith, A. (Julho de
2011). Dentin-Pulp Complex Regeneration: from Lab to Clinic. Advances in Dental
Research, pp. 340-345.

Steinbrook, R. (2008). The Gelsinger Case. In E. J. Emanuel, C. C. Grady, R. A.
Crouch, R. K. Lie, F. G. Miller, & D. D. Wendler, The Oxford Textbook of Clinical
Research Ethics (pp. 110-120). Oxford: Oxford University Press.

Strachan, T., & Read, A. (2011). Human Molecular Genetics. Nova lorque: Garland

Science.

Suda, T., & Liu, D. (Dezembro de 2007). Hydrodynamic Gene Delivery: Its Principles
and Applications. Molecular Therapy, pp. 2063-2069.

Sugano, M., Negishi, Y., Endo-Takahashi, Y., Hamano, N., Usui, M., Suzuki, R., . . .
Yamamoto, M. (Junho de 2014). Gene delivery to periodontal tissue using Bubble

liposomes and ultrasound. Journal of Periodontal Research, pp. 398-404.

Timiri Shanmugam, P., Dayton, R., Palaniyandi, S., Abreo, F., Caldito, G., Klein, R., &
Sunavala-Dossabhoy, G. (Junho de 2013). Recombinant AAV9-TLK1B Administration
Ameliorates Fractionated Radiation-Induced Xerostomia. Human Gene Therapy, pp.
604-612.

Tzabazis, A., Klukinov, M., Feliciano, D., Wilson, S., & Yeomans, D. (Abril de 2014).
Gene therapy for trigeminal pain in mice. Gene Therapy, pp. 422-426.

Uchida, M., Li, X., Mertens, P., & Alpar, H. (Agosto de 2009). Transfection by particle
bombardment: Delivery of plasmid DNA into mammalian cells using gene gun.

Biochimica et Biophysica Acta, pp. 754-764.

van Putten, E. H., Dirven, C. M., van den Bent, M. J., & Lamfers, M. L. (Novembro de
2010). Sitimagene ceradenovec: a gene-based drug for the treatment of operable high-

grade glioma. Future Oncology, pp. 1691-1710.

Vannucci, L., Lai, M., Chiuppesi, F., Ceccherini-Nelli, L., & Pistello, M. (Janeiro de
2013). Viral vectors: a look back and ahead on gene transfer technology. New

Microbiologica, pp. 1-22.

65



Terapia Génica: Conceitos e Aplicacdes na Medicina Dentaria

Villemejane, J., & Mir, L. (Maio de 2009). Physical methods of nucleic acid transfer:
general concepts and applications. British Journal of Pharmacology, pp. 207-219.

Vit, J.-P., Ohara, P., Sundberg, C., Rubi, B., Maechler, P., Liu, C., ... Jasmin, L. (5 de
Agosto de 2009). Adenovector GADG65 gene delivery into the rat trigeminal ganglion

produces orofacial analgesia. Molecular Pain.

Ward, P., & Walsh, C. (25 de Novembro de 2012). Targeted integration of a rAAV
vector into the AAVS1 region. Virology, pp. 356-366.

Wilson, J. M. (Abril de 2009). Lessons learned from the gene therapy trial for ornithine

transcarbamylase deficiency. Molecular Genetics and Metabolism, pp. 151-157.

Wirth, T., Parker, N., & Yla-Herttuala, S. (10 de Agosto de 2013). History of gene
therapy. Gene, pp. 162-1609.

Wold, W. S., & Ison, M. G. (2013). Adenoviruses. In D. M. Knipe, & P. Howley, Fields
Virology (pp. 1732-1767). Filadélfia: Lippincott Williams & Wilkins.

Yi, Y., Noh, M. J., & Lee, K. H. (Junho de 2011). Current Advances in Retroviral Gene
Therapy. Current Gene Therapy, pp. 218-228.

Yokoo, T., Kamimura, K., Suda, T., Kanefuji, T., Oda, M., Zhang, G., . . . Aoyagi, Y.
(Agosto de 2013). Novel electric power-driven hydrodynamic injection system for gene
delivery: safety and efficacy of human factor IX delivery in rats. Gene Therapy, pp.
816-823.

Zheng, C., Cotrim, A., Rowzee, A., Swaim, W., Sowers, A., Mitchell, J., & Baum, B. (1
de Maio de 2011). Prevention of Radiation-Induced Salivary Hypofunction Following
hKGF Gene Delivery to Murine Submandibular Glands. Clinical Cancer Research, pp.
2842-51.

66



ANEXOS



A Terapia Génica em Portugal

Em Portugal um medicamento de terapia génica é considerado um medicamento de
terapia avancada, de acordo com o decreto-lei n°® 64/2010 de 9 de Junho. O ponto 2 do
artigo 8° do decreto-lei n°® 12/2005, de 26 de Janeiro, determina que “é proibida
qualquer intervengdo médica que tenha por objetivo a manipulacdo genética de
caracteristicas consideradas normais, bem como a alteracdo da linha germinativa de uma
pessoa”, sendo assim ilegal a terapia génica germinal e qualquer terapia génica com fins
eugénicos ou disgénicos. O recente regulamento (UE) n° 536/2014 do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 16 de Abril de 2014, estipula as mesmas restricoes.

Também recentemente foi aprovada e publicada em Diario da Republica a lei n°
21/2014, de 16 de Abril, com o intuito de regulamentar a investigacdo clinica
portuguesa. Assim, para a execugdo de um ensaio clinico em Portugal sera necesséria,
através do Registo Nacional de Estudos Clinicos (RNEC), a autorizacdo do
INFARMED e de uma Comissdo de Etica Competente (CEC), que poderd ser a
Comisséo de Etica para a Investigacdo Clinica (CEIC) e/ou uma Comissdo de Etica para
a Saude (CES). Atualmente ndo existem ensaios clinicos de terapia génica registados
em Portugal (https://www.clinicaltrialsregister.eu/ consultado dia 11 de Agosto de 2014
as 17h45).

Existem dois laboratorios em Portugal que trabalham na area da terapia génica:
¢ Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica (Universidade Nova de Lisboa)

Este instituto tem na sua formacgdo uma equipa que se dedica a producdo e purificacdo
de diversos vetores virais, tais como os baseados em retrovirus, lentivirus, adenovirus,

virus adeno-associados e baculovirus, tendo muita publicacéo cientifica.

http://www.itgb.unl.pt/labs/animal-cell-technology/activities/viral-vectors-for-gene-

therapy
http://www.itgb.unl.pt/labs/animal-cell-technology/publications/by-area-1/gene-therapy

e Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (Universidade de Coimbra)

No ambito da terapia génica, a investigacdo neste centro tem-se centrado no desenho e
desenvolvimento de vetores, incluindo vetores virais e ndo virais, para o transporte de

farmacos e acidos nucleicos, com o objectivo de serem aplicados como plataformas



tecnologicas para 1) o estabelecimento de modelos de doencas, 2) o estudo dos
mecanismos de doenca e 3) o desenvolvimento de novas estratégias moleculares

terapéuticas e profilaticas.

Os estudos sobre transportadores néo virais tém focado essencialmente a avaliagdo do
potencial de novos nanossistemas de base lipidica e de nanoparticulas poliméricas em
estratégias de terapia geénica com vista ao tratamento de cancro e doencas
neurodegenerativas, bem como para o desenvolvimento de vacinas contra doencas

infeciosas.

Os vetores virais, especificamente baseados em lentivirus e virus adeno-associados, tém
sido explorados para terapia génica para o0 sistema nervoso central, nomeadamente com
0 proposito de investigar a patogénese e desenvolver modelos de doencas
neurodegenerativas, com particular énfase na doenca de Machado-Joseph.

http://www.cnbc.pt/research/department_group_show.asp?iddep=1221&idgrp=1222&lI
g=1
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Geographical Distribution of Gene Therapy Clinical Trials

(by Country)

USA 63.7% (n=1174)

UK 11% (n=203)
Germany 4.4% (n=81)
France 2.9% (n=53)
Switzerland 2.7% (n=50)
Netherlands 1.7% (n=31)
Australia 1.6% (n=30)
Belgium 1.5% (n=27)
China 1.4% (n=26)
Canada 1.3% (n=24)
Other countries 7.8% (n=144)

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials

Cancer diseases 64.4% (n=1186)
Monogenic diseases 8.7% (n=161)

Cardiovascular diseases 8.4% (n=155)

Infectious diseases 8% (n=147)
Neurological diseases 2% (n=36)
Ocular diseases 1.5% (n=28)
Inflammatory diseases 0.7% (n=13)
Other diseases 1.4% (n=25)

Gene marking 2.7% (n=50)
Healthy volunteers 2.3% (n=42)

Figura 1 — NUmero de ensaios clinicos de

terapia génica aprovados em todo o Mundo

(Ginn et al., 2013);

Figura 2 - Distribuicdo geogréafica dos

ensaios clinicos de terapia génica (Ginn et

al., 2013);

Figura 3 — Doengas sobre as quais incidem

0s ensaios clinicos (Ginn et al., 2013);



Phases of Gene Therapy Clinical Trials Figura 4 — Fases dos ensaios clinicos

aprovados mundialmente (Ginn et al.,

(A)

diseased cells
(lack gene
A product)

(increase in
gene A product)

normal phenotype

2013);
Phase | 59.6% (n=1098)
Phase I/Il 19% (n=350)
Phase Il 16.7% (n=307)
Phase I/l 0.9% (n=16)
Phase Ill 3.6% (n=67)
Phase IV 0.1% (n=2)
Single subject 0.2% (n=3)
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Figura 5 — Estratégias para a modificacdo das células-alvo (Strachan & Read, 2011); A — Adicdo Génica;
B — Eliminagdo de Mutagdes Patogénicas; C — Inibigdo da Expressdo Génica; D — Morte Direta de

Células Afetadas; E — Morte Assistida de Células Afectadas ou Imunoterapia;



Tabela 1 — Acidos Nucleicos

Protein-coding Proteins substituting missing or mutated cellular proteins
DNA sequences  proteins modulating cellular functions Terapéuti cOoS (GI acca, 20 10),
Secreted growth factors and cytokines
Proteins regulating cell survival and apoptosis
Antigens for vaccination
Antibodies and intracellular antibodies
T-cell receptor (TCR) subunits

Non-coding Oligonucleotides and Phosphorothioate oligonucleotides
nucleic acids modified oligonucleotides 2°-Ribose modified oligonucleotides

Locked nucleic acids (LNA) and
ethylene-bridged nucleic acids (ENA)

Morpholinos (PMO)
Peptide nucleic acids (PNA)

Catalytic RNAs and DNAs Ribozymes and DNAzymes

Small regulatory RNAs siRNAs and shRNAs, microRNAs
Long antisense RNAs

Decoys

Aptamers

Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials
Figura 6 — Tipos de genes

Antigen 20.5% (n=378) transferidos nos ensaios clinicos
Cytokine 18.4% (n=340)
Tumor supressor 8.3% (n=153)
Suicide 8.1% (n=149) 2013);
Deficiency 8% (n=147)

Growth factor 7.5% (n=139)

Receptor 7.2% (n=132)

Replication inhibitor 4.3% (n=79)

Marker 2.9% (n=54)

Other categories 11.9% (n=220)

Unknown 2.8% (n=52)

de terapia génica (Ginn et al.,

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials Figura 7 — Vetores usados nos

ensaios clinicos de terapia génica

Adenovirus 23.3% (n=438) (Ginn et al., 2013);
Retrovirus 19.7% (n=370)
Naked/Plasmid DNA 18.3% (n=345)
Vaccinia virus 7.9% (n=148)
Lipofection 5.9% (n=111)

Poxvirus 5% (n=95)
Adeno-associated virus 4.9% (n=92)
Herpes simplex virus 3.1% (n=59)
Lentivirus 2.9% (n=55)

Other categories 5.6% (n=105)
Unknown 3.4% (n=64)




Vector Plasmid RV Lv AdV AAV HSV

1) Genome size Varies ~10kb ~10kb ~40 kb ~5kb ~150 kb
2) Payload size Varies ++ ++ +++ + ++++
(a) Size Varies ~7kb ~6.5 kb ~7-36kb ~3-4.5kb ~40 kb +
(b) Genes Varies 1-2 1-2 1-many 1 1-many
3) Host range Varies Limited Limited* Broad Broad Broad
(a) Dividing + + + + + +
(b) Non-dividing +/= - + + + +
4) Transduction efficiency Low High High Med (102-10%) Low-med (103-10%) High
(1-10)
5) Genome stability Low High High Low High Med-high
(a) Episomal + - = ++ + +++
(b) Integrated +/- ++ ++ = ++ =
6) Transgene expression Med Med Med High Med Med
(a) Short-term i + + +++ + ++
(b) Long-term — =+ ++ - ++ +/=
7) Production Easy Easy Easy Easy Easy-hard Hard
(a) Cell lines - + + + + +
(b) Kits + + + + -+ -
(c) Cost High Low Low Low Med Low
8) Titers (TU/mL) . 10°-107 10%-10% 10'°-10% 10%-10" 10°-10""
9) Safety +++ + /= +/= - ++/= +
(a) Tumors - ++ ++ = +/- =
(b) Recomb. - ++ o 4 4 +/-
(0 IR ++4 - - +++++ +++ +/—
(d) Cytotoxicity +/— - - +++ - ++/—
10) Repeat Dosing + +/= /= = — (Eye+)° ++

Abbreviations: AAV, adeno-associated virus; AdV, adenovirus; HSV, herpes simplex virus; IR, immune response; kb, kilobase; LV, lentivirus; mL, milliliters; RV, retrovirus; TU, trans-
ducing units.

? Host range of pseudotyped LV varies with the glycoproteins employed which affects transduction efficiency.

® Plasmid DNA preparations in mg/mL rather than TU/mL.

€ AAV repeat dosing has been achieved during vector delivery to the eye/retina.

Tabela 2 — Principais caracteristicas de cada vetor (Goins et al., 2012);



Monogenic disorders Cancer
Adrendleulodystrophy Gynaecological - breast, ovary, cervix, wulva
a-1 antitrypsin deficiency Nervous system - glioblastoma, leptomeningeal carcinomatosis, glioma,
Becker muscular dystrophy astrocytoma, neuroblastoma, retinoblastoma
p-thalassaemia Gastrointestinal - colon, colorectal, liver metastases, post-hepatits lver
Canavan disease cancer, pancreas, gall bladder
Chronic granulomatous disease Genitourinary - prostate, renal, bladder, anogenital neoplasia

Cystic fibrosis Skin - melanoma (malignant/metastatic)

Duchenne muscular dystrophy Head and neck - nasopharyngeal carcinoma, squamous cell
Fabry disease carcinoma, oesophaegeal cancer

Famiial adenomatous polyposis Lung - adenocarcinoma, small cdlnonsmall cell, mesothelioma
Familial hypercholesterolaemia Haematological - leukaemia, lymphoma, multiple myeloma
Fanconi anaemia Sarcoma

Galactosialidosis Gemn cell

Gaucher's disease Li-Fraumeni syndrome

Gyrate atrophy Thyroid

Haemophilia Aand B Neurological diseases

Hurler syndrome Alzheimer’s disease

Hunter syndrome Amyotrophic lateral sclerosis

Huntington's chorea
Junctional epidermolysis bullosa
Late infantile neuronal ceraid lipofuscnosis
Leukocyte adherence deficiency
Limb girdle muscular dystrophy
Lipoprotein lipase deficiency
Mucopolysaccharidosis type VII
Omithine transcarbamylase deficiency
Pompe disease
Purine nucleoside phosphorylase deficiency
Recessive dystrophic epidermalysis bullosa
Sickle cell disease
Severe combined immunodeficiency
Tay Sachs disease
Wiskott-Aldrich syndrome
Cardiovascular disease
Anaemia of end stage renal disease
Angina pectons (stable, unstable, refractory)
Coronary artery stenosis
Critical limb ischaemia
Heart failure
Intermittent daudication
Myocardial ischaemia
Penpheral vascular disease
Pulmonary hypertension
Venous ulcers
Infectious disease
Adenovirus infection
Cytomegalovirus infection
Epstein-Barr virus
Hepatitis Band C
HIV/AIDS
Influenza
Japanese encephalitis
Malana
Paediatric respiratory disease
Respiratory syncytial virus
Tetanus
Tuberculosis

Carpal tunnel syndrome

Cubital tunnel syndrome

Diabetic neuropathy

Epilepsy

Multiple sclerosis

Myasthenia gravis

Parkinson’s disease

Peripheral neuropathy

Pain
Ocular diseases

Age-related macular degeneration

Diabetic macular edema

Glaucoma

Retinitis pigmentosa

Superfical comeal opacity

Choroideraemia

Leber congenital amaurosis
Inflammatory diseases

Arthritis (rh id, infla

Degenerative joint disease

Ulcerative colitis

Severe inflammatory disease of the rectum
Other diseases

Chronic renal disease

Erectile dysfunction

Detrusor overactivity

Parotid salivary hypofunction

Oral mucositis

Fractures

Type | dabetes

Diabetic ulcerfoot ulcer

Graft versus host diseasetransplant patients

atory, degenerative)

Tabela 3 — Patologias para as quais foram aprovados ensaios clinicos humanos de terapia génica.
Sublinhado a amarelo estdo as aplicacbes desta terapia na drea médico-dentéria (adaptado de Ginn et al.,
2013);



