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O que sera?



1990 (EUA) - Primeiro protocolo clinico de Terapia
Génica em humanos — 2 criancas portadoras de
imunodeficiéncia combinada severa

Auséncia de linfocitos T e B (Causador por varios tipos
de defeitos genéticos)

Sucesso — explosao de estudos com perspectivas de
uso terapéutico dos genes

Varios problemas encontrados em protocolos clinicos —
longa jornada para aplicacao no dia-a-dia de hospitais.
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Histoérico
- 1944 (Oswald T. Avery e cools) — mostrou a possibilidade de
transferir genes de uma cepa bacteriana patogénica para outra nao

patogénica (identificando o DNA como portador da informacao
genética);

- 1953 (Watson & Crick) — Prop6em estrutura de dupla hélice do
DNA;

- 1969 (Jon Beckwith) — Isolamento do primeiro gene

- 1977 (Wigler & Axel) — Primeira corregcao genética em ceélulas
cultivadas in vitro

- 1983 e 1984 — Propostos os primeiros sistemas de vetores
derivados de 3 especies virais

- Inicio do sec XXI| - Sequenciamento do genoma humano



Historico

- Sequenciamento do genoma humano — “Revelag¢éo do Livro da
Vida”

- Ildentificacdo de aproa. 70.000 defeitos genéeticos em seres
humanos;

- Surge a capacidade de interferir na constituicdo genética de um
individuo, por meio da terapia génica

\ Resolucao de problemas:

- doencas genéticas herdadas dos pais;

- doencas adquiridas durante a vida (ex:
cancer);

- doencas do coracao;

- infeccoes virais.
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Comeca a nova era ... da Terapia Génica.

Procedimento destinado a introduzir em um
organismo, com o0 uso de téecnicas de DNA
recombinante, genes sadios (denominados
“‘genes terapéuticos”) para substituir, manipular
ou suplementar genes inativos ou disfuncionais.



TERAPIA GENICA

Modalidades de Terapia Génica

- A ideia de usar DNA recombinante para corrigir 0 genoma foi
inspirada em doencas causadas por mutacao em 1 unico gene
(doencas monogénicas)

MODIFICACAO DIRETA DO TRATAMENTO INDIRETO DA IMUNOTERAPIA POR
GENE CAUSADOR DA DOENCA PATOLOGIA ATRAVES DA MODULACAO GENICA
MODULACAO GENICA (VACINAS DE DNA)
DOENCAS HEREDITARIAS DOENGAS COMPLEXAS/ MICROORGANISMOS OU
MONOGENICAS MULTIFATORIAIS/ADQUIRIDAS CELULAS PATOGENICAS
(ex. HEMOFILIA, (ex. AIDS, DOENCA DE (ex. CANCER, DOENCAS
DOENGCAS METABOLICAS) PARKINSON) INFECCIOSAS)

Figura 1 — Modalidades principais de terapia génica.



Modalidades de Terapia Génica

Atualmente — Principais estratégias, sao:
- aumentar a resisténcia celular,
- estimular sistemas de reparo ou regeneracao,

- recompor caracteristicas funcionais especificas de determinados
sistemas organicos

. Isso mediante modulagcao de genes nao necessariamente
associados a causa da doenca.

Em tumores — o objetivo € a indugcao de morte celular seletiva em
populacoes celulares proliferativas
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Modalidades de Terapia Génica

Forma peculiar de terapia génica — VACINA DE DNA

- Ao invés da utilizacao de uma proteina ou um virus completo
inativado, como se faz nas vacinas convencionais, o0 paciente
recebe o0 gene que codifica uma proteina tipica do agente agressor

- O organismo do paciente passara a fabricar permanentemente a
proteina exogena, estimulando seu proprio sistema imune a atacar
agentes agressores ja instalados no organismo.



Terapias Celulares e Terapias Génicas

Dois conceitos distintos...

Terapias celulares — nao envolvem necessariamente
modificacao genética;

Terapias génicas — sao baseadas na introducao ou
modificacao de genes. £ pode ser feito in vivo, sem o auxilio de
celulas do paciente ou doadores.

E ambas podem ser combinadas, ou seja, em certas
circunstancias podem-se utilizar células para introduzir o gene
terapéutico.
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Vetores para Terapias Génicas

Base da terapia génica — introducao de genes em ceélulas;

A entrada de DNA puro através da membrana plasmatica das cells
eucarioticas € rara (0o que € benéfico para o organismo, pois
dificulta alteracbes e transformacgdes constantes)

Assim, ha a necessidade de um carreador que facilite a entrada do
DNA nas cells vivas — “vetor”

3 classes de vetores — plasmideos, vetores virais e vetores
nanoestruturados
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Plasmideos

- Sequéncias de DNA relativamente simples, mas eficazes para
expressao de genes, nas quais € possivel inserir um gene
terapéutico por tecnicas de DNA recombinante;

-Para vencer a resisténcias das cells a introducao de plasmideos:

— fragilizar a membrana celular (choque elétrico, substancias
quimicas)

— aplicar grande qtde de plasmideos nas vizinhancgas das cells -
mesmo com baixa eficiéncia, cruzam a membrana das cells

- TECNICAS LIMITADAS (improvavel introducdo em o6rgdos de
dificil acesso - ex: cérebro)



Vetores Virais

- Virus: micro-organismos especializados exatamente em invadir cells e
nelas introduzir material genético;

- Parte do seu ciclo de vida consiste na liberacdo do acido nucléico vital na
cell hospedeira — Propriedade explorada para introduzir genes
terapéuticos nas cells;

- Alguns vetores sao derivados de Adenovirus (aprox 50 tipos distintos -
ex: virus que causam faringites ou conjuntivites).

- Outros sao da familia dos Retrovirus (ex: HTLV - causador de um tipo de
leucemia e HIV)
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Vetores Virais

- Qutros sao derivados de virus da familia dos adenovirus-
associados (ndo patogénicos para seres humanos);

Principio da construcao de vetores:

- remover os genes envolvidos na patogenicidade e
proliferacao viral, mantendo apenas 0 necessario para a
invasao das cells em multiplicacao, seguida da insercao de
um gene terapéutico no que resta de DNA vital



é DNA do virus

\

genes virais

DNA do virus

WWAAAAAAAAAAA oo R —— V V VO V ¥ OV V UV V] DNA
recombinante

AAAMMMAMANAMIAAAANAAAAIMAAS
gene terapéutico

WAV AMAMAMAMAAAAMAAAAMAMAAASMIASAAAAAAAAAAA - DNA do vetor viral
ITR gene terapéutico ITR

Construcdo de um vetor viral para terapia génica.



ITR gene terapéutico
VAAAAAAAAAAAALSAAAASAASAASAASAAMI SIS MMM DNA do vetor viral

vetor viral contendo

gene terapéutico,

purificado e pronto
para uso

purificacao

Producao em massa de vetores virais para terapia génica.
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TERAPIA GENICA HOJE
- Procedimentos novos, em fase de experimentacao;

- O conhecimento basico € oriundo de laboratorios de pesquisa
por meio de testes em modelos experimentais e ensaios pre-
clinicos;

- Nos ultimos anos tem saido em torno de 30 artigos ou mais
relacionados a terapia génica POR DIA
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Vetores Nanoestruturados
Técnica que consiste em:

- Polimeros que formam redes que prendem um gene e soltam sua
carga quando penetram nas cells;

- Vesiculas de lipideos contendo DNA, capazes de fundir com a
membrana das cells, liberando seu conteudo no interior destas.



Aplicacoes da Terapia Génica

Doencas Monogénicas:
Hemofilia

— procedimento: introduzir o gene sadio em cells do paciente, para
que passem a produzir a proteina necessaria.

— Estudos pré-clinicos em camundongos e caes demonstraram
recuperacao da atividade pro-coagulante;

— Estudo atual em 2 pacientes foi realizado utilizando vetores virais
(virus adenoassociado) - pacientes nao apresentaram efeitos
adversos serios.”



Aplicacoes da Terapia Génica

Doencas Monogénicas:
Hemofilia

— procedimento: introduzir o gene sadio em cells do paciente, para que
passem a produzir a proteina necessaria.

— Estudos pré-clinicos em camundongos e caes demonstraram
recuperacao da atividade pro-coagulante;

— Estudo atual em 2 pacientes foi realizado utilizando vetores virais (virus
adenoassociado) - pacientes nao apresentaram efeitos adversos sérios.

* alta eficacia, porém na 6a semana desapareceram o0sS efeitos
terapéuticos - sistema imune contra proteinas do vetor fez com que as
células fossem degeneradas



Aplicacoes da Terapia Génica

Cancer:

— Foco da maioria dos ensaios clinicos de terapia génica;

— Efeito desejavel de qualquer tratamento contra cancer: provocar
morte seletiva das cells tumorais

— Muitos farmacos atacam seletivamente cells que se multiplicam com
rapidez e matam cells tumorais;

— Quimiterapia - efeitos adversos graves (devido a renovacao continua
das células do sangue a partir de precursores da medula 6ssea)
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Aplicacoes da Terapia Génica

Cancer:

— Para tratamento do cancer € desejavel atingir apenas as cells tumorais;

— Técnicas de terapia génica (tumores no SNC)

— Procedimento apelidado de “Técnica de genes suicidas” — consiste
em introduzir nas cells tumorais um gene que nao existe no genoma
humano e codifica a enzima timidina cinase, proveniente do genoma do
herpesvirus.

— A presenca desse enzima em uma cell humana mata a cell na presenca
de uma droga chamada glanciclovir — timidina cinase se transforma em
uma toxina que so afeta cells que se multiplicam 22
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Aplicacoes da Terapia Génica
Cancer:

—“Técnica de genes suicidas” — ainda apresenta muitas
controvérsias, porem apresentou resultados animadores;
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Figura 15 - Extensido da sobrevida de pacientes de glioblastoma tratados por terapia génica



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

Estratégia Exemplos Funcionamento

Genes suicidas — indugao HSV-TK (timidina cinase de Bloqueio da sintese do DNA

de morte celular programada | herpesvirus) quando na presenga de uma

seletiva das células tumorais pré-droga

Virus oncolitico com HSV-1 Replicagao somente em

replicagao condicional Onyx-015 células em divisdo ou
tumorais

Indugao de apoptose FasL, TRAIL Ativacao da apoptose

Ligantes de alta afinidade Receptor de transferrina Enderegcamento especifico de

drogas ao tumor

Estratégia corretiva

p53, Rb, p16, PTEN

Correcéao dos genes
eliminados nos tumores

Terapia génica imunitaria

Interleucinas, interferons,
TNF-a

Ativacao da resposta imune
antitumoral

Supressao da angiogénese

Angiostatina, endostatina

Bloqueio do crescimento de
NOVOS vasos sanguineos

RNA de interferéncia

VEGF, EGFR, IGFR

Reducgao da expressao de
oncogenes

Combinagao com terapia
celular

Células-tronco neurais
Ou mesenqguimais como
produtoras de vetores virais

Produgao continuada e
localizada dos vetores virais.

Fonte: Adaptada de Linden & Lenz (2007).
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Aplicacoes da Terapia Génica
Doenca de Parkinson:

— A classe das doencgas neurodegenerativas = mais problematicas
para a medicina;

— A doenca de Parkinson € um exemplo de doencgas multifatoriais
gue podem ser tratadas com terapia génica;

— Caracteristicas da doenca = perda excessiva de neurdnios da
substancia negra do mesencéfalo com alteragcbes funcionais em
outros nucleos do tronco cerebral — resulta em replecao de
dopamina.
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Aplicacoes da Terapia Génica
Doenca de Parkinson:

— Tratamento com medicamento L-Dopa (precursor da sintese de
dopamina) € eficaz por um curto ou medio prazo;

— Terapias celulares de reposicao de neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra poderao surtir efeito — porem atualmente ainda sao
muito discretos

— Estratégias de terapia génica incluem:
- producao local de dopamina;

- oferta de fatores neurotroficos para reduzir a perda progressiva dos
neuronios
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Balanco Risco-Beneficio da Terapia Génica

— Varios ensaios clinicos ja foram finalizados, porem, a maioria
destinou-se a testar a seguranca na aplicacao;

— Em certos casos - tratamento interrompido devido efeitos
adversos;

— Em outros - tratamento seguro com efeitos adversos ocasionais,
discretos e toleraveis;

— Em 1999 - Um paciente morreu logo apos a iniggéo de um vetor
vital durante um ensaio clinico.
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Balanco Risco-Beneficio da Terapia Génica

— Estudos atuais:

- (Franca e Inglaterra) Estudo de terapia génica para sindrome da
imunodeficiéncia combinada severa, com 20 criancas — 5
desenvolveram leucemia e 1 foi a 6bito.

- Exames demonstraram que os vetores retrovirais utilizados
produziram mutagénese insercional (mutacdes produzidas pela
intromissao do vetor no DNA).

Balanco geral — desenvolvimento de terapias génicas, bem como com
células-tronco depende de muitos estudos para liberacao de sua
aplicabilidade. 29



Balanco Risco-Beneficio da Terapia Génica

— Estudos atuais:

- (Franca e Inglaterra) Estudo de terapia génica para sindrome da
imunodeficiéncia combinada severa, com 20 criancas — 5
desenvolveram leucemia e 1 foi a 6bito.

- Exames demonstraram que os vetores retrovirais utilizados
produziram mutagénese insercional (mutacdes produzidas pela
intromissao do vetor no DNA).

Balanco geral — desenvolvimento de terapias génicas, bem como com
células-tronco depende de muitos estudos para liberacao de sua
aplicabilidade. 30



