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Realidades e perspectivas do uso de terapia génica no tratamento de doencas

Ana Cl4udia Rabelo e Silva' ®, José Barbosa Jtinior*®

RESUMO

Esse artigo apresenta os fatos mais relevantes sobre a aplicabilidade da terapia génica em seres humanos. A terapia génica
€ uma modalidade terapéutica para doencas genéticas monogénicas, poligénicas e adquiridas. Esse tratamento caracteriza-
se por um método de interveng¢do clinico baseado nas técnicas de engenharia genética, que modifica intencionalmente
o genoma de determinadas células do corpo. Essa manipulacdo génica ocorre com a finalidade de editar e/ou inserir
transgenes para suprir um gene proprio inativo ou disfuncional. Nesse artigo descrevemos o surgimento das primeiras
ideias dessa terapia; demonstramos os tipos de intervencdes biotecnoldgicas e alguns instrumentos de transferéncia de
genes através de vetores virais, ndo virais e o promissor sistema Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/Associated Protein 9 (CRISPR/Cas9); relatamos os principais tipos de doencgas passiveis de serem tratadas por
esse procedimento e analisamos limitagdes e possiveis riscos associados ao uso dessa terapia. Concluimos expondo as
realidades atuais dos testes clinicos no Brasil e no mundo.

Palavras-chave: técnicas de transferéncia de genes; terapia genética; engenharia genética; servigos em genética; sistemas
CRISPR-Cas.

ABSTRACT

This update presents the most important events regarding the applicability of gene therapy in humans. Gene therapy is
a therapeutic modality for single gene or polygenic genetic diseases and acquired diseases. Gene therapy is a clinical
intervention method based on genetic engineering techniques, which intentionally modifies the genome of some cells.
Gene manipulation occurs with the purpose of editing and/or inserting transgenes to supply an inactive or dysfunctional
gene. In this update, we describe the emergence of the first ideas about this therapy, we demonstrate the types of
biotechnological interventions and some methods for genes transference through viral and non-viral vectors and the
promising CRISPR/Cas9 system. We also report the main types of diseases which can be treated through this procedure
and we analyze limitations and possible risks associated with the use of this therapy. We conclude by exposing the current
realities of clinical trials in Brazil and in the world.

Keywords: gene transfer techniques; genetic therapy; genetic engineering; genetic services; CRISPR-Cas systems.

INTRODUCAO

A atual compreensdo do genoma humano permitiu
a identificagdo dos genes e das mutacdes responsdveis
por vdrias doencas genéticas. Esse entendimento levou
os pesquisadores a um questionamento: se o motivo de
certas doencas se desenvolverem estd em nosso genoma,
serd que a resposta para seu tratamento também ndo po-
deria estar?

Atualmente, apenas algumas das 5 mil doengas huma-
nas genéticas possuem tratamento.! Na melhor das hipéteses,
quando o tratamento dessas doengas genéticas existe, € rea-
lizado na corre¢do de alguns erros inatos do metabolismo,
geralmente alcangado por terapia de reposi¢do (que consiste
em fornecer ao corpo o produto génico ausente ou deficien-
te como, por exemplo, a enzima o-galactosidase na doenca
de Fabry) ou através da alteracdo na alimentacio do paciente
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(como ocorre, por exemplo, com portadores de fenilcetonu-
ria, que seguem uma dieta com baixo teor de fenilalanina,
proteina que acumula no organismo).?

Para a grande maioria das doengas genéticas as quais
ndo € possivel aplicar algum desses métodos de tratamento
citados, a modificacdo genética das células ex vivo, atra-
vés da modificacdo de células humanas em cultura poste-
riormente transplantadas, serd a abordagem mais propicia
para um tratamento de sucesso.’ Nesses casos, as “células
geneticamente modificadas poderdao ativar mecanismos de
defesa naturais do organismo (como o sistema imune) ou
produzir moléculas de interesse terapéutico”,* melhorando o
quadro clinico do paciente. E de interesse dos portadores de
qualquer doenca genética o desenvolvimento de um méto-
do para amenizar ou curar os sintomas advindos de sua en-
fermidade. Além disso, a terapia génica também visa tratar
doengas adquiridas como céncer, doengas cardiovasculares,
infecciosas e epigenéticas que afligem um nimero elevado
de individuos.’

Uma das propriedades mais importantes do material ge-
nético de um individuo € permitir a fiel transmissdo dos dados
do Acido Desoxirribonucleico (DNA) as células duplicadas.
Entretanto, essa estabilidade nem sempre se conserva intacta.
Mesmo que a frequéncia de erros na replicagdo do DNA seja
extremamente pequena, quando ocorrem podem gerar efeitos
graves, dependendo do gene afetado. As mutac¢des génicas
alteram ou inativam o desempenho de certos genes, tornan-
do-os incapazes de codificar corretamente a sua respectiva
proteina. A mudanca de apenas um nucleotideo na sequéncia
pode resultar em perda da expressdo gé€nica ou producdo de
uma proteina alterada.®

Com base nos conhecimentos sobre o material genético
e sobre as mutacdes génicas Paul Berg, professor da Universi-
dade de Stanford, dirigiu pesquisas na década de setenta rea-
lizando a primeira manipulacdo de uma molécula de DNA.
Esse procedimento ficou conhecido como a Tecnologia do
DNA Recombinante, que permite reparar o genoma através
de cortes e emendas em seus genes. Diante da descoberta des-
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ta metodologia, considerou-se a possibilidade de controlar as
alteracdes no material genético de um organismo, implemen-
tando genes terapéuticos para tratar uma enfermidade com
baixa percentagem de efeitos off-target, surgindo a ideia de
terapia génica.’

A terapia gé€nica consiste em reparar mutagdes e outras
enfermidades por meio da edi¢do e/ou insercdo direta do ge-
noma, ao “introduzir em um organismo, com uso de técnicas
de DNA recombinante, genes sadios para substituir, manipu-
lar ou suplementar genes inativos ou disfuncionais”.®

Um gene terapéutico considerado sadio, que foi incor-
porado em uma célula para tratd-la, € denominado transge-
ne (gene transferido) para diferencid-lo dos genes proprios.
O organismo que recebe essa incorporagdo do gene terapéu-
tico € chamado transgénico. A terapia génica € considerada
eficiente se o transgene passar a sintetizar o produto géni-
co — antes deficiente — e conseguir recompor o fendtipo
normal do individuo.'

Ao longo dos anos, a terapia génica sofreu altos e bai-
xo0s no seu desenvolvimento. A evolu¢cdo quanto ao niimero
de ensaios pode ser observada na Figura 1.

~ A

APLICACOES DA TERAPIA GENICA

As especulagdes sobre a aplicacdo de modificacdo ge-
nética para o tratamento de patologias foram, no principio,
direcionadas exclusivamente para os distirbios hereditarios
monogénicos. Devido & ocorréncia de alteragdo em apenas
um gene, esses tipos de doencas mostraram-se mais propi-
cios para as aplicagdes de terapia génica.’ Se a transferéncia
de copias terapéuticas do gene disfuncional ocorrer de modo
satisfatorio, a expressdo do transgene consegue reverter o
quadro clinico. Teoricamente, a correcdo de uma mutagao ad-
vinda de uma doen¢a monogénica, como a hemofilia ou a fi-
brose cistica, € mais simples de ser realizada, como por meio
do instrumento CRISPR/Cas9 na edigdo de genes,'® quando
comparada com o tratamento de uma doenga multifatorial
como o cancer.*?
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Figura 1. Niimero de ensaios clinicos de terapia génica aprovados no mundo inteiro apds 1989.
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Para realizar o tratamento de doencas monogénicas €
necessdrio, basicamente, que se conheca o gene responsével
pela enfermidade e faga a edi¢@o e/ou inser¢do de copias fun-
cionais do gene para que a correc¢do tenha efeito.” Além disso,
outro método de reparo para doengas monogénicas € a utili-
zacdo do sistema CRISPR/Cas9 que, por meio de um 4cido ri-
bonucleico (RNA) guia e uma enzima de restricao, identifica
e corta pontualmente o DNA no gene de interesse e o proprio
sistema celular de reparo do DNA € ativado para corrigir a
muta¢do, podendo também ser inseridos ou deletados alguns
nucleotideos para reparar a mutagio.'”

Quando se trata de doencas multifatoriais, a agdo con-
junta de diversos genes que causam a doenga € uma das di-
ficuldades do tratamento. Nesses casos, além da interagdo
dos genes, os fatores ambientais e epigenéticos também
influenciam na complexidade da doenga.’ Apesar da facili-
dade relativa de aplicag¢do do tratamento para doengas cuja
mutacio ocorre em apenas um gene, os protocolos para es-
sas enfermidades atingem, atualmente, uma taxa de cerca de
10% (Figura 2).

Esse percentual € justificado por dois motivos princi-
pais. Primeiro, devido a incidéncia de doencas multifato-
riais na populacao ser bem mais elevada que a taxa de doen-
¢as monogénicas, assim, os resultados positivos para essas
enfermidades apresentariam vantagens para um ndmero
maior de individuos. E segundo, devido as dificuldades no
tratamento das neoplasias relacionadas com a heterogenei-
dade genética na evolugdo clonal e resisténcia aos farmacos,
a busca por terapias alternativas inclui o promissor uso de
terapia génica.*

Dependendo do tipo de enfermidade para a qual a te-
rapia génica € proposta, o tratamento pode ser aplicado com
diferentes finalidades: inclusdo de cpias gé€nicas funcionais
ou reparo do gene com mutagdo (doengas monogénicas),
apoptose de c€lulas doentes realizada direta e indiretamente
(cancer) e inibicdo da expressdao génica (doengas infecciosas
e cancer).>!!

PRINCIPAIS LIMITACOES DO USO DE
TERAPIA GENICA: OS VETORES

Se a terapia génica ainda ndo € considerada um procedi-
mento de sucesso, € porque ainda ndo foram obtidos resultados
totalmente satisfatérios. Apesar da eficdcia de alguns ensaios,
em outros foram diagnosticados efeitos adversos nao tolerdveis
ou auséncia de beneficios pds-tratamento. Entre as dificuldades
que impedem o uso clinico, destacam-se a eficiéncia da trans-
feréncia, o direcionamento do gene para atuar especificamente
nas células-alvo, a duragdo da expressdo e a seguranca do mé-
todo, que engloba efeitos off-target e muta¢des por inser¢do.*

Com relag@o as barreiras na eficiéncia da terapia, a razao
crucial € a necessidade do desenvolvimento de um sistema de
entrega de genes eficaz, que resulte em expressdo duradoura.'

Atualmente, hé vérios sistemas de transferéncias de ge-
nes e cada um possui atributos distintos, incluindo vantagens
e desvantagens (Quadro 1).

A falta de um sistema de transferéncia génica apto a
quaisquer tipos de procedimentos conduz a escolha de um
vetor que possua vantagens mais convenientes a situacdo em
que serd usado. O vetor € definido dependendo do tipo de
enfermidade a ser tratada, das células que serdo alvos e do
tempo necessdrio de expressio.'?

Os vetores retrovirais, por exemplo, sdo considera-
dos como um eficiente sistema de transferéncia de genes.
A vantagem desses vetores € sua integragdo no genoma da
célula-alvo, oferecendo maior durabilidade da expressao.
Contudo, essa peculiaridade pode ser revertida em um pro-
blema na transferéncia, pois a integracdo ocorre de modo
aleatério no DNA do hospedeiro. Caso o vetor seja inseri-
do em algum local indevido (off-target) do genoma, h4 ris-
cos de propiciar a ocorréncia de mutagénese insercional,
que € o surgimento de alguma mutagdo no gene em que o
vetor se instalou, e existe, também, uma tendéncia maior
de instalagdo do vetor préximo a oncogenes que propiciam
o desenvolvimento de tumores no hospedeiro.'*!3

Cancer 1590
Doengas monogénicas | 259
Doencas infecciosas | 182
% Doencas cardiobasculares : 178
Eg« Marcacio génica 50
'é Doengas neuroldticas : 45
- Doencas oculares 34
Doencas inflamatdrias : 15
Voluntérios saudédveis 54
Outras ] 56
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Figura 2. Indicagdes terapéuticas dos atuais ensaios clinicos de terapia génica.
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Problemas com mutagénese insercional foram relatados
nos anos de 2002 e 2003 em criancas que foram tratadas por te-
rapia génica para Imunodeficiéncia Combinada Grave ligada ao
cromossomo X (SCID-X1). Assim como os portadores de SCI-
D-ADA (Adenosina Desaminase), as criancas com SCID-X1
em geral ndo sobrevivem além do primeiro ano de vida. O tes-
te consistiu em isolar os linfécitos T de criangas, transferir os
transgenes ex vivo para os linfécitos através de retrovirus e, por
fim, transplantar as células modificadas nos devidos pacientes.
Os ensaios foram realizados em dez criancas, sendo que nove
delas apresentaram melhoras significativas apds o tratamento.'®!”

Passados de trinta a sessenta meses ap0ds a infusdo géni-
ca, quatro dos nove pacientes que haviam demonstrado bons
resultados desenvolveram leucemias, onde células T especi-
ficas se proliferaram descontroladamente. As avaliacdes do
caso indicaram que a neoplasia foi originada devido a in-
sercdo do retrovirus proximo a um gene com potencial para
desencadear o cancer, ativando-o. As quatro criancas foram
submetidas a se¢des de quimioterapia, surtindo melhoras em
trés delas. No entanto, um dos pacientes ndo respondeu posi-
tivamente ao tratamento quimioterdpico e faleceu vinte e seis
meses apés o surgimento da leucemia. '

Respostas imunoldgicas exacerbadas também podem
reverter-se em danos graves ao paciente. O primeiro e talvez
mais relevante caso de consequéncias adversas resultantes de
reacdo imunoldgica aos vetores, foi do jovem americano
de 18 anos, Jesse Gelsinger, portador da Deficiéncia de Orni-
tina Transcarbamilase (OTCD).*!

Desde a infancia, Jesse teve sua dieta monitorada, com
restri¢do dos alimentos fontes de proteinas, além de receber
uma elevada quantidade didria de medicamentos, estabilizan-
do sua condicio. Jesse foi convidado a participar como volun-
tario de um ensaio clinico de terapia génica na Universidade
da Pensilvania, Estados Unidos. Em 13 de setembro de 1999,
recebeu as infusdes do vetor adenoviral contendo o gene que
codificaria a enzima de interesse. No dia seguinte a transfe-
réncia, Jesse apresentou sintomas de uma intensa e inespe-

Quadro 1. Principais vetores de transferéncia génica.

rada reacdo imunoldgica. Rapidamente o jovem recebeu os
devidos cuidados, mas faleceu quatro dias apds o tratamento,
em 17 de setembro de 1999, por conta de uma inflamagdo
sistémica e faléncia de mdltiplos 6rgaos.>

A repercussio negativa provocada por episédios como
esse demonstrou preocupagdo quanto a seguranga desse pro-
cedimento e consequente restricdo de alguns testes pelos or-
gdos reguladores.” Ao mesmo tempo, foi essencial para noti-
ficar as questdes que restringem o avango da terapia gé€nica e
incentivar a busca por melhorias. O aprimoramento dos siste-
mas de entregas de genes e o conhecimento mais amplo das
doencas de interesse serdo a chave para o desenvolvimento de
transferéncias mais seguras e eficazes.

PROTOCOLOS ATUAIS
ENVOLVENDO A TERAPIA GENICA

Todo novo procedimento terapéutico deve transpor as
barreiras da fase experimental (estudos pré-clinicos), antes de
obter consentimento para ser aplicado como uma técnica clini-
ca. Com a terapia génica o processo € o0 mesmo: € imprescin-
divel que os estudos sejam realizados em vdrias etapas, onde
serdo avaliados critérios como seguranca, efeitos desfavordveis
e potencial terapéutico do tratamento.?* E preciso que os ex-
perimentos demonstrem que o gene utilizado € corretamente
entregue e permanece nas c€lulas de interesse, cumprindo a
funcdo designada e sem causar danos expressivos.”

Os ensaios clinicos de intervencdo génica que estdo
sendo realizados atualmente apresentam-se em diversas eta-
pas. No entanto, dos 2409 protocolos de terapia génica em
execugdo no mundo inteiro, 2.287 encontram-se nas fases I
e II ou no processo de transi¢cao entre ambas, comprovando
a imaturidade das pesquisas relacionadas a terapia génica.*

O maior impedimento para o progresso dos ensaios até
o exercicio clinico se deve a problemas de seguranca da tera-
pia. A maioria dos testes ja realizados ndo foi suficiente para

L. , , Virus ., ,
Vetor / Caracteristicas Retrovirus Adenovirus . Lentivirus Plasmideo
adenoassociado
Meio de transferéncia Ex vivo In situ In situ Ex vivo In situ
Integracdo no genoma . ~ . ~
grag . & Sim Nio Raramente Sim Nio
do hospedeiro
Alvo: células em fase Apenas células . . . .
. ~ . . Sim Sim Sim Sim
mitotica € nao mitotica em divisao
Expressao a longo prazo Sim Nio Sim Sim Nio
Imunogénico Sim Sim Raramente Raramente Nio
Resposta imune Nao Sim Sim, mas leve Nao Nao
Risco de mutagénese . - . -
. . & Sim Nio Raramente Sim Nio
insercional
e . Sistema Cancer, ocular, Fibrose cistica, Sistema Cardiovascular,
Aplicacao tipica Ll 2 . Ll A .
hematopoiético neurolégica hemofilia hematopoiético  cancer, vacinas
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demonstrar a auséncia de efeitos colaterais em longo prazo e
ao mesmo tempo garantia de eficicia.”’

Entre os escassos ensaios clinicos com vetores virais
que alcangaram o fim dos testes e foram aprovados para co-
mercializagdo, os principais sdo:*30
. Gendicine™: vetor adenoviral nio-replicativo, indica-
do para o tratamento de tumores de cabega e pescoco,
fabricado por Gentech SiBiono (China) e aprovado para
uso em 2003;

Oncorine™: vetor adenoviral que replica condicional-
mente, indicado para o tratamento de tumores de naso-
faringe, cabeca e pescoco, fabricado por Sunway Biote-
ch (China) e aprovado para uso em 2005;

Rexin G™: vetor retroviral ndo-replicativo, indicado
para o tratamento de tumores metastaticos, fabricado
por Biotecnologie Epeius (Filipinas) e aprovado para
uso em 2007;

Cerepro®: vetor adenoviral indicado para o tratamento
de tumores cerebrais, fabricado por Ark Therapeutics
Group (Finlandia) e aprovado para uso em 2008;
Glybera™: vetor adenoassociado ndo-replicativo, indi-
cado para o tratamento de deficiéncia de lipoproteina
lipase, fabricado UniQure (Unido Europeia) e aprovado
para uso em 2012;

Imlygic™: virus herpes simples oncolitico, indicado
para o tratamento de melanoma, fabricado por BioVex
(Estados Unidos) e aprovado para uso em 2015;
Strimvelis: tratamento ex-vivo através da inser¢do, por
meio de retrovirus, do gene ADA nas células CD34+
retiradas da medula dssea do proprio paciente, indicado
para o tratamento de SCID-ADA, fabricado por GlaxoS-
mithKline (Reino Unido) e aprovado para uso em 2016.

Apesar de ja existirem produtos disponiveis no merca-
do, o tratamento ainda € praticamente inacessivel financeira-
mente. Glybera™, por exemplo, € vendido por mais de um
milhdo de ddlares.*

A TERAPIA GENICA NO BRASIL

Os estudos sobre terapia génica no Brasil estdo em fase
prematura, comparado com outros paises. O principal pro-
tocolo brasileiro foi realizado pelo Instituto de Cardiologia
do Rio Grande do Sul, entre 2007 e 2009, com o objetivo
de tratar cardiopatia isquémica, doenca crdonica relacionada
com o desequilibrio entre necessidade e fornecimento de oxi-
génio ao coracdo. A enfermidade € causada pela obstrucio
dos vasos sanguineos que irrigam o coragdo por meio de ate-
rosclerose, resultando em angina, sintoma caracterizado por
intensas dores no peito devido a falta de oxigenagdo.’!

O ensaio foi realizado em treze pacientes julgados intra-
taveis por método cirdrgico. A transferéncia do gene de inte-
resse por meio de um vetor plasmidial visava a expressdo efi-
caz do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), que
desempenha fung¢do essencial como mediador da angiogénese.
A intervencio foi realizada através de inje¢Oes intramiocardi-
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cas contendo o vetor.*'*2 Em resultados parciais foi formulada a
seguinte consideracdo: a terapia génica com VEGF165 plasmi-
dial demonstrou-se segura e vidvel nessa amostra de pacientes.

Os resultados clinicos iniciais parecem demonstrar me-
lhora da intensidade da isquemia nas dreas de miocérdio trés
meses apds o tratamento. Nesta série de pacientes, observou-
se melhora da qualidade de vida e das classes de angina e
insuficiéncia cardiaca no mesmo periodo. Apesar deste estu-
do ter sido realizado em uma série pequena de pacientes, 0s
resultados parciais parecem promissores, estimulando a pes-
quisa sobre essa nova modalidade de tratamento.*

Até o momento, este foi o tinico ensaio aprovado e rea-
lizado exclusivamente no Brasil. Outros estudos e testes em
animais estdo sendo desenvolvidos, no entanto a falta de fi-
nanciamento em terapia génica por parte do setor publico e
privado reflete em caréncia na evolucdo dos ensaios.?”?

CONSIDERACOES FINAIS

A andlise dos ensaios clinicos de transferéncia de genes
jé realizados evidenciou que a terapia génica € uma promis-
sora forma de tratamento para as doengas genéticas ou adqui-
ridas. No entanto, € uma realidade que mostra que, mesmo
transcorridas mais de duas décadas da aprovacao do primeiro
teste, ainda ndo foram obtidos todos os resultados esperados.
As dificuldades em produzir sistemas de transferéncias de
genes eficientes e seguros sdo os grandes obsticulos para o
progresso da terapia génica.

Os conhecimentos adquiridos através das limitacdes de-
monstradas nos ensaios clinicos, aliados ao aprofundamento
dos estudos sobre a biologia molecular das doengas alvo, se-
rdo de extrema importincia para que o sucesso absoluto nos
testes de terapia génica seja alcangado. Além disso, o sistema
CRISPR/Cas9 despertou grandes esperangas na resolucio de
doencas genéticas, conciliando técnicas moleculares e biotec-
noldgicas, e hoje ja se encontra comercialmente disponivel
para edicdo gendmica de milhares de genes alvos.

Espera-se que, em breve, a transferéncia de genes pos-
sa ser considerada um procedimento clinico eficaz, assim
como os produtos ji comercializados atualmente aparentam
ser. No momento em que essa proposicao for realmente con-
cretizada, a terapia génica beneficiard uma infinidade de por-
tadores de diversas enfermidades, para as quais os métodos
terapéuticos atuais sdo ineficazes ou inexistentes.
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