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Resumo

Sendo responsaveis por cerca de 40% dos Oobitos, as doengas cardiovasculares
constituem a principal causa de morte em Portugal, constituindo também uma importante
causa de incapacidade. Entre estas patologias, a insuficiéncia cardiaca assume um papel de
destaque no que diz respeito a mortalidade e morbilidade das doengas cardiovasculares
devido as crescentes taxas de incidéncia e prevaléncia. Apesar dos medicamentos das
diferentes classes farmacolodgicas indicados para o tratamento da insuficiéncia cardiaca terem
vindo a contribuir para a melhoria da condi¢ao clinica dos doentes, face ao grande niumero

de hospitalizagoes e mortes, impoe-se a adogao de estratégias terapéuticas mais eficazes.

O aprofundamento do conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares bem
como dos alvos responsaveis pelo desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca possibilitaram a
abordagem desta condicao recorrendo a terapia génica. A identificagdo duma relagao direta
entre a proteina Sarcoplasmatic Reticulum Ca**-ATPase (SERCA2a) e os niveis de Ca* que
estao envolvidos no processo de contragao e relaxamento do coragao conduziram a estudos
pré-clinicos e clinicos envolvendo a sobrexpressao desta proteina. Assim, o principal
objetivo desta dissertagio € apresentar o estado da arte da terapia génica na insuficiéncia
cardiaca com enfoque nos estudos envolvendo a proteina SERCA2. Numa altura em que
cada vez mais se destaca a importancia da Medicina Baseada na Evidéncia é mandatério
analisar os ensaios clinicos realizados de modo a obter o maior nivel de evidéncia cientifica.
Esta monografia contemplou a andlise de trés ensaios clinicos de sobrexpressao da SERCA2a

envolvendo terapia génica.

A anidlise dos dados de investigagao clinica sugere que ha forte probabilidade da
insuficiéncia cardiaca vir a ser a primeira condicao cardiovascular a ter disponivel na pratica
clinica um tratamento envolvendo terapia génica. Deste modo, prevé-se uma alteragao no
paradigma do tratamento da insuficiéncia cardiaca e uma consequente melhoria da qualidade

de vida e condicao clinica dos doentes.
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Abstract

Responsible for about 40% of deaths in Portugal, cardiovascular diseases are the
leading cause of death in Portugal and they are also a major cause of disability. Among these
diseases heart failure assumes a prominent role with regard to mortality and morbidity of
cardiovascular diseases due to increasing rates of incidence and prevalence. Despite the
improvements of the patient’s clinical condition mediated by different drugs indicated for the
treatment of heart failure, the large number of hospitalizations and deaths demand the

investigation and translation of more effective therapeutic strategies.

Recent progresses in the knowledge of molecular and cellular mechanisms of heart
failure, as well as the targets responsible for the development of this condition suggest that
gene therapy may become and effective strategy to treat this condition. In particular, the
direct relationship identified between Sarcoplasmatic Reticulum Ca’*-ATPase (SERCA2a) and
Ca2 + levels involved in the contraction and relaxation of the heart made this protein a
promising target for overexpression by a gene therapy approach. Therefore the main
objective of this dissertation is to present the state of the state of the art of gene therapy in
heart failure, with a focus on the clinical studies involving SERCA2. The increasing
importance of evidence-based medicine, make it mandatory to analyze the available clinical
trials in order to obtain the highest level of scientific evidence. This monograph included the

analysis of three clinical trials about overexpression of SERCA2a with gene therapy.

The analysis of clinical research data available suggest that heart failure may become
the first condition among cardiovascular diseases to have an available clinical treatment
involving gene therapy. This is expected to induce a strong paradigm shift in the treatment of

heart failure and a consequent improvement in the quality of life and patients' condition.
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|. Insuficiéncia Cardiaca







A Insuficiéncia Cardiaca (IC) é uma sindrome em que o coragao deixa de conseguir
bombear sangue suficiente para o resto do corpo devido a anomalias estruturais e/ou
funcionais do coragao, podendo dividir-se em IC aguda e IC crénica. A primeira diz respeito
a um acontecimento de insuficiéncia inicial e subito ou a uma descompensacao de IC cronica.
A IC cronica caracteriza-se por sintomas de IC (dispneia, fadiga e edema dos membros
inferiores) tanto durante o exercicio como em repouso e evidéncia de disfungao cardiaca

sistolica ou diastolica em repouso (1).

A IC pode ainda ser dividida em IC direita e IC esquerda, dependendo se o
congestionamento sanguineo resultante afetar predominantemente a circulagao pulmonar ou

sistémica ou IC sistolica e diastolica consoante a fungao do coragao atingida ().

I.1 Classificacio Funcional da New York Heart Association

A classificagao funcional da New York Heart Association (NYHA) (Tabela |) tem sido
usada para selecionar doentes na maioria dos ensaios clinicos (EC) em IC de forma a

identificar quais os doentes que vao beneficiar de uma determinada terapéutica.

Os doentes em classe NYHA | nao tém sintomas devido a IC. Os doentes em classe
NYHA I, lll ou IV sao, por vezes, descritos como tendo sintomas ligeiros, moderados ou

severos, respetivamente.

Tabela | - Classificagdo New York Heart Association (2)
Sem limitagoes na atividade fisica;

As atividades fisicas diarias nao causam falta de ar, cansago ou palpitagoes.
Ligeiras limitagoes na atividade fisica;

Classe Il Conforto em periodos de descanso, mas as atividades fisicas diarias causam falta
de ar, cansago ou palpitagoes.

Limitagoes marcadas na atividade fisica;

Conforto em periodos de descanso, mas qualquer atividade fisica causa falta de
ar, cansago ou palpitagoes.

Incapacidade de realizar qualquer atividade fisica sem desconforto;

Classe IV Apresentagao de sintomas em periodos de descanso;

Qualquer atividade fisica aumenta o desconforto.




Principais limitagoes da classificagao NYHA: (3)

e Grande grau de subjetividade, quer da parte do doente quer da parte do médico;

e A classe funcional de um doente com IC pode mudar por pequenos periodos de
tempo, especialmente em situagoes de descompensagao e, por este motivo, nao
é aconselhavel o uso desta classificacao nestas situagoes;

e A classe funcional NYHA tem uma fraca correlagio com o nivel de disfungao

ventricular e com o prognostico da doenga.

1.2 Estadios na Evolucao da IC

Dadas as limitagoes da avaliagao funcional da NYHA e para uma melhor compreensao
do processo de desenvolvimento da IC, varios especialistas europeus e americanos
defendem uma classificagao que englobe os estadios pré-clinicos da IC de modo a permitir
intervengoes preventivas efetivas. As guidelines clinicas da American Heart Association /
American College of Cardiology de 2012 propoem uma classificagao por estadio, apresentada na

Tabela 2, que descreve a sequéncia dos eventos da IC (3).

Através da andlise da Tabela 2 podemos verificar que o estadio A identifica doentes
em risco de desenvolver IC, mas sem evidéncia de anomalias estruturais cardiacas. O estadio
B inclui doentes com anomalias estruturais cardiacas, normalmente devido a progressiva
remodelacio do VE, mas que ainda nao apresenta evidéncia de IC. O estadio C indica a
presenca de anomalias estruturais com evidéncia prévia ou atual de IC. Por fim, o estadio D
refere-se a doentes com tipos de IC graves e resistentes ao tratamento padrao, requerendo
medidas como a infusio continua de agentes inotropicos, dispositivos de assisténcia
ventricular, transplantes cardiacos, entre outros. Apesar da existéncia da classificagao
NYHA, este tipo de abordagem reflete a progressao expectavel dos doentes no decurso da
doenca e ¢é Util para tomar decisGes terapéuticas em cada fase, tendo como objectivo atrasar

ou parar o desenvolvimento da IC (3).

No entanto, o objectivo deste novo sistema de estratificagao nao € substituir mas sim
complementar a classificagado NYHA, sendo aconselhavel o uso de ambos os métodos na

avaliagio médica de um doente com suspeita de IC (3).



Tabela 2 - Estadios da Insuficiéncia Cardiaca (4)
Estadio Descricao

Exemplos

e Hipertensao sistémica;
e Doentes com alto risco de desenvolver IC
o Doenga arterial coronaria;
devido a presenca de condigdes que estiao
e Diabetes mellitus;
fortemente associadas ao desenvolvimento
e Historia de cardiotoxicidade ou

A da IC;
o ) ) alcoolismo;
e Auséncia de anomalias estruturais ou
o L o e Historia familar de febre
funcionais do pericardio, miocardio ou
; ’ reumatica;
valvulas cardiacas;
e Historia familiar de

e Auséncia de sinais ou sintomas de IC.
cardiomiopatia.

e Hipertrofia ventricular esquerda

ou fibrose;

e Doentes que desenvolveram doenga
e Dilatagdo ventricular esquerda
cardiaca estrutural fortemente associada ao
B ou hipocontratilidade;
desenvolvimento de IC;
e Doenca valvular assintomatica;
e Auséncia de sinais ou sintomas de IC.
e Enfarte agudo do miocardio
(EAM) prévio.
; e Dispneia ou cansago por
e Doentes com sintomas atuais ou prévios de
C disfungao
IC e com doenca cardiaca estrutural.

sistolica  ventricular
esquerda;

e Doentes hospitalizados por IC;

Doentes com doenca cardiaca estrutural
avancada;

Sintomas marcados de IC em repouso

Doentes em lista de espera para
transplante cardiaco;

Doentes em ambulatorio que

independentemente da terapéutica maxima recebem tratamentos

aplicavel e que requerem intervengoes intravenosos (IV) para a IC;
especializadas. e Doentes em cuidados paliativos

devido a IC.

1.3 Fracdao de Ejecao

A fragao de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) é o principal parametro para o
prognostico da IC. Matematicamente, a fragao de ejecao (FE) é o volume sistdlico (volume

diastolico final — volume sistolico final) dividido pelo volume diastodlico final. Na pratica, a FE



€ a percentagem de sangue que o ventriculo esquerdo ejeta para a artéria aorta durante a

sistole.

Para além da sua importancia no prognostico da IC, a FE é extremamente importante
na selecao de doentes em EC. Na maioria dos casos, a medi¢ao deste parametro é feita por
ecocardiografia ou angiografia de radionuclideos. Os principais ensaios clinicos em doentes

com IC e com FE reduzida normalmente recrutam doentes com FEVE < 35%.

Recentemente, os EC tém recrutado doentes com IC e uma FEVE de 40 — 45% sem
outra anomalia cardiaca causal (valvular ou doenga do pericardio). Alguns destes doentes
nao tém uma FE completamente normal (> 50%) mas também nao tém uma redugao da
fungao sistolica. Por este motivo, o termo IC com FE preservada (IC-FEP) foi criado para
descrever este tipo de doentes. Estes normalmente nao tém um coragao dilatado e muitos
tém um aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo (VE) e um aumento da
auricula esquerda. Para além disso, a maioria apresenta evidéncia de disfungao diastdlica, que

¢ a principal causa de IC nestes doentes (dai o termo “IC diastdlica”) ().

Neste contexto, € importante salientar que os valores da FE e os respectivos
intervalos de normalidade dependem da técnica de medigao usada, do método de anadlise e

até do operador.

1.4 Fisiopatologia

A IC caracteriza-se por uma redugao do débito cardiaco e aumento da pressao
venosa, acompanhadas de alteragoes moleculares que, por sua vez, conduzem a uma

deterioragao progressiva do coragao e morte prematura dos cardiomiocitos (5).

A fisiopatologia da IC é complexa e deve ser compreendida a varios niveis.
Tradicionalmente, os estudos focavam-se nas alteracdes hemodinamicas do coragao como se
tratasse de um orgao isolado. Atualmente, é necessario compreender as alteragoes a nivel
molecular e celular bem como as alteracoes neuro-humorais entre o coragao e os outros

orgaos (6).

O organismo dispoe de mecanismos compensatérios para atenuar o deficiente
bombeamento de sangue, que no seu conjunto definem uma resposta neuro-humoral. Esta

compreende trés elementos fundamentais: (7)



I) Reagao hemodinamica de defesa (visa manter a pressao de perfusio de orgaos
vitais e o débito cardiaco, através da retencao hidrossalina, vasoconstricao
arteriolar e aumento da estimulacdo cardiaca), mediada por cascatas de
sinalizagao, controladas por mensageiros extracelulares que nao atuam apenas no

coragao;

2) Resposta inflamatéria (o coragao e outros Orgaos parecem atuar como se
estivessem a reagir a agentes estranhos; destaca-se o papel das citocinas pro-
inflamatorias, quer na circulagao sistémica, quer localmente no miocardio; do

stress oxidativo e dos radicais livres de oxigénio);

3) Resposta hipertrofica com remodelagem ventricular, a qual inclui alteragoes da

biologia e estrutura dos cardiomiodcitos e na geometria da camara ventricular.

Como se pode observar na Tabela 3, os mecanismos neuro-humorais classificam-se
em “reguladores” (com propriedades vasoconstritoras, antinatriuréticas, inotropicas e
proliferativas) e “contrarreguladores” (efeitos diametralmente opostos). Afiguram-se como

prejudiciais a longo-prazo, contribuindo para a instalagao e cronicidade da IC.

Tabela 3 - Mecanismo Neurohumorais da Insuficiéncia Cardiaca (Adaptado de KATZ, A. M. 2000

(5))

Componentes “Reguladores” Componentes “C reguladores”

Catecolaminas — efeito periférico Catecolaminas — efeitos centrais

Angiotensina Il Peptideos natriuréticos

Aldosterona Oxido nitrico

Arginina Vasopressina Bradicinina

Endotelina Dopamina

Tromboxano Prostaglandinas vasodilatadoras
Adrenomedulina




A fungao ventricular depende da interagao dos seguintes fatores: (8)

e Contratilidade cardiaca;

e Pré-carga (pressao de sangue presente no ventriculo do coragao apods o seu
enchimento passivo e contragao auricular);

o Pos-carga (resisténcia que a artéria aorta oferece a saida de sangue a partir do
ventriculo esquerdo);

e Frequéncia cardiaca.

Os trés primeiros fatores regulam o volume de ejecao e o quarto fator regula o
volume/minuto. A diminuicao da fungao sistolica do ventriculo esquerdo caracteriza-se por
uma FEVE < 50%. Em resposta, o organismo ativa varios mecanismos de compensagao na
tentativa de manter uma perfusao tecidular adequada. Estes mecanismos incluem a
estimulacao do sistema nervoso simpatico, a ativagcao do sistema RAA (Renina-Angiotensina-
Aldosterona) e a vasorregulagao local. Embora benéficos numa fase inicial, estes mecanismos
de compensagao podem ter um efeito prejudicial que se traduz por uma remodelagao do VE
associada ao aumento excessivo do consumo de oxigénio pelo miocardio, o que conduz a

uma deterioragao secundaria da fungao cardiaca (8).

As consequéncias da IC (Figura |) surgem quer anterogradamente, por diminuigao do
débito cardiaco, quer retrogradamente, por acumulagao do retorno venoso nho coragao
(dilatagao cardiaca), nos pulmoes (edema pulmonar) ou nos tecidos periféricos (edema
periférico). Apesar de ambas as situagoes ocorrerem simultaneamente, uma delas pode

dominar o quadro clinico. Por outro lado, as alteragoes clinicas associadas a IC dependem:

(8)

¢ Do lado afetado (esquerdo ou direito);
e Da magnitude da redugao do débito cardiaco;

e De se tratar de uma faléncia aguda ou cronica.
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Figura | - Fisiopatologia da Insuficiéncia Cardiaca. (Adaptado de PINTO, Ana Mota, 2007 (8))

1.5 Etiologia

Qualquer condigao que conduza a uma alteragao na estrutura ou fungao do VE pode

predispor um doente a desenvolver IC. Nos paises desenvolvidos, a doenga coronaria é a




principal causa de IC em ambos os sexos, correspondendo a 60-75% dos casos desta

patologia (9).

As doencgas que podem levar ao desenvolvimento da IC sao muito diferentes e a sua
identificacdo é de extrema importancia, uma vez que podem modificar o diagnostico,
terapéutica e abordagem preventiva, bem como determinar o prognodstico. O tipo de
anomalia estrutural cardiaca e os fatores de risco que a causam devem constar no processo

clinico do doente bem como os fatores que desencadeiam uma descompensagao aguda (3).

Podemos dividir as causas da IC em trés tipos: fatores de risco, determinantes e
precipitantes. Cada uma destas causas aumenta a necessidade de trabalho cardiaco ou
impede que este reaja de forma bem sucedida em resposta as exigéncias do nosso

organismo (3).

Fatores de risco

Os fatores de risco, ou seja, que predispoem o individuo a IC, mas nao conduzem

necessariamente a doenga, podem ser classificados como: (3)

e Etiolégicos — dos quais fazem parte alteragdes estruturais congénitas ou
adquiridas dos vasos periféricos, circulagio coronaria, pericardio, miocardio,

endocardio ou valvulas cardiacas;

¢ Provavelmente etiologicos — exercem um efeito indireto na deterioragao da
fungao ventricular esquerda. O principal é a hipertensao arterial (HTA) pois o
risco de se desenvolver |C em individuos com hipertensao arterial € o dobro do
existente na populagao sem esse fator. A diabetes mellitus e a febre reumatica
podem igualmente contribuir para o aparecimento de IC, pela sua correlagao
com o desenvolvimento de patologia cardiaca, respectivamente coronaria e

valvular;

e Nao etiolégicos — fatores de risco apenas indicativos, tais como, idade
avancada, sexo masculino, obesidade, cardiomegilia, capacidade vital reduzida,
fumadores, proteinuria e alteragoes no eletrocardiograma (ECG) (bloqueio do

ramo esquerdo e repolarizagao ventricular anormal).



Determinantes da doenca

Os determinantes da doenga englobam condigoes que alteram os mecanismos que
regulam a fungao ventricular, carga hemodinamica e a frequéncia cardiaca. Podemos dividi-las

em: (3)

Alteracoes do miocardio primarias (cardiomiopatia dilatada idiopatica,

hipertrofica ou restritiva);

o Alteragoes do miocardio secundarias (isquémia, aneurisma ventricular, disfungao
da valvula mitral, de origem infeciosa, inflamatoria, toxica e metabdlica);

e Sobrecarga hemodinamica devida a um aumento de pressao (hipertensao arterial,
estenose adrtica, hipertensao pulmonar), ou devida a um aumento de volume
(hipervolémia, insuficiéncia aortica, mitral, ou tricispide, comunicagoes entre as
cavidades cardiacas);

e Anomalias no enchimento ventricular (hipertrofia ventricular, massas
intracardiacas, obstrugao cardiaca, constrigao pericardica);

e Alteragoes no ritmo cardiaco (bradi e taquiarritmias, perda da sincronia auriculo-

ventricular).

Precipitantes da doenca

Existem ainda fatores que precipitam a |IC quando surgem em doentes que ja sao

portadores de uma alteragao cardiaca estrutural. Esses fatores precipitantes podem ser: (3)

e De origem cardiaca, nomeadamente arritmias, cardiomiopatia isquémica,
farmacos inotropicos negativos, uso de antagonistas do calcio, bloqueadores beta
ou antiarritmicos;

e De origem extracardiaca, por infecgao, embolismo pulmonar, anemia, toma de

anti-inflamatorios nao esteroides, cirurgia ou substancias toxicas.

1.6 Epidemiologia

A informacao epidemiologica relativa a incidéncia, prevaléncia e progndstico da IC na
populaciao é escassa. Atualmente, este tipo de informagao é baseada em registos

hospitalares, pequenos questionarios, ensaios clinicos, estatisticas nacionais e certificados de



obito. Uma melhor fonte de informagao, embora limitada, é baseada em estudos coorte de

forma a monitorizar o desenvolvimento da IC ao longo do tempo (10).

A IC é um problema crescente em todo o mundo, com mais de 20 milhdes de
pessoas afetadas. Aproximadamente |-2% da populagao adulta nos paises desenvolvidos tem
IC. A prevaléncia desta condigao segue um padrao exponencial, aumentando com a idade,

com uma prevaléncia de cerca de 10% em individuos com mais de 70 anos de idade (10).

Embora a incidéncia da IC seja mais baixa nas mulheres do que nos homens, as
mulheres constituem pelo menos metade dos casos de IC devido a sua esperanga média de
vida ser superior a dos homens. A prevaléncia total estd a aumentar, em parte devido as
atuais terapias que permitem aumentar a sobrevida dos doentes através do tratamento de

doencas cardiacas, tais como EAM, doenca valvular cardiaca e arritmias.

A IC-FEP tem um perfil epidemiologico e etioldgico diferente da IC com fragao de
ejecao reduzida (IC-FER). Os doentes com IC-FEP sao mais velhos, maioritariamente

mulheres e com maior peso do que os doentes com IC-FER (10).

Antes de 1990, 60-70% dos doentes faleciam nos 5 anos apos o diagndstico e as
admissOes hospitalares por agravamento dos sintomas eram frequentes e recorrentes,
levando a um grande numero de hospitalizagoes por IC em muitos paises. Os avangos ao
nivel do tratamento farmacolégico e nao farmacoldgico levaram a uma redugao entre 30-
50% no numero de hospitalizagdes nos ultimos anos e a um decréscimo da taxa de

mortalidade (10).

O estudo EPICA (Epidemiologia da Insuficiéncia Cardiaca e Aprendizagem -
Epidemiology of Heart Failure and Learning) teve como objetivo primario estimar a prevaléncia
da IC em fungao do sexo e idade da populagao residente em Portugal continental em 1998,
de acordo com as Guidelines da Sociedade Europeia de Cardiologia para o diagnéstico da IC.
Trata-se de um estudo observacional cross-sectional baseado nos doentes que recorrem aos
cuidados de salde primarios. De modo a garantir uma abrangéncia universal da amostra, os
centros foram selecionados de forma aleatoria em cada distrito em fung¢ao da propor¢ao
populacional de cada distrito. Os doentes foram divididos em subgrupos em fungao da idade:

20-49 anos, 50-59 anos, 60-69 anos; 70-79 anos e acima de 80 anos (10).

A populagao elegivel para a analise foi de 5434 individuos, 2025 homens e 3409
mulheres, com uma média de idades de 68,1 = |5 anos. De acordo com os critérios

definidos para o estudo, 55! individuos (208 homens e 343 mulheres) apresentaram
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diagnostico de IC. Em tragos gerais, com estes dados, € possivel inferir que nesta populagao

a IC teve uma prevaléncia estimada de aproximadamente 10% (10).

Através da Figura 2 podemos ver os resultados de prevaléncia estimada em fungao

dos diferentes grupos etarios.
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Figura 2 - Prevaléncia estimada baseada na idade de todos os tipos de IC na populagdo acima dos
25 anos com um Intervalo de Confianca de 95% (10)

Através da andlise da Figura 2 verifica-se que existe uma relagao direta entre a
prevaléncia e a idade. A prevaléncia varia entre os 2% no grupo etario mais baixo e pode

atingir os 16% nos individuos com mais de 80 anos de idade.

Relativamente a andlise baseada no sexo e idade, esta foi dividida em fungao do tipo

de IC, ou seja, doentes com |IC-FEP e doentes com |C-FER. A Figura 3 mostra os resultados

da analise em doentes com IC-FEP.
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Figura 3 - Taxa de prevaléncia estimada em doentes com IC-FEP com um Intervalo de Confianca
de 95%. Circulos preenchidos: homens; circulos vazios: mulheres (10)

Em doentes com IC-FEP, a prevaléncia estimada é mais alta no sexo feminino em

todas as idades, verificando-se uma diferenga maior a partir dos 70 anos de idade.

No que diz respeito a doentes com IC-FER, os resultados estao apresentados na
Figura 4.
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Figura 4 - Taxa de prevaléncia estimada em doentes com IC-FER com um Intervalo de Confianca
de 95% (10)

No caso de doentes com IC-FER, o sexo masculino assume uma taxa de prevaléncia

estimada ligeiramente superior em todas as faixas etarias.

Numa andlise geral, é possivel inferir que a prevaléncia da IC aumenta com a idade
em ambos os sexos e tende a ser ligeiramente maior em homens até aos 70 anos,
estabilizando acima desta idade. Nas mulheres, a prevaléncia continua a aumentar com a
idade, sendo maior que a prevaléncia masculina no grupo dos 70-79 anos. Este facto pode
ser explicado pela maior esperanga média de vida das mulheres e pela perda de protecao

cardiovascular em mulheres depois da menopausa.
Limitagcoes do estudo EPICA: (10)

e A amostra da populagiao consiste em individuos que recorrem aos cuidados de
salde primarios, em vez de ser a populagao geral;
e Exclusao de consultas de cardiologia onde recorrem doentes com problemas

cardiacos.
Vantagens do estudo EPICA: (10)

e Grande abrangéncia a nivel nacional;

e Grande amostra de doentes;



¢ Inclusao de doentes institucionalizados;
¢ Avaliagao direta por parte do médico de familia;
e Uso de métodos objetivos para a avaliagio da estrutura e fungao cardiaca,

abrangendo todo o tipo de IC.

1.7 Sintomas e Sinais

Os principais sintomas e sinais da |IC estao referidos na Tabela 4 e Tabela 5.

Tabela 4 - Sintomas mais tipicos e sinais mais especificos da Insuficiéncia Cardiaca ()

Sintomas mais tipicos Sinais mais especificos
Dispneia Pressao venosa jugular elevada
Ortopneia Refluxo hepatojugular
Dispneia paroxistica noturna Terceiro som cardiaco (ritmo de galope)
Tolerancia reduzida ao exercicio fisico Deslocamento do impulso apical
Cansago Sopro cardiaco

Edema dos membros inferiores

Tabela 5 - Sintomas menos tipicos e sinais menos especificos da Insuficiéncia Cardiaca (1)

Sintomas menos tipicos Sinai
Tosse noturna Edema periférico
Pieira Crepitagoes pulmonares
Aumento de peso (>2 kg/semana) Entrada de ar reduzida e macicez a percussao de

bases pulmonares (derrame pleural)

Perda de peso (em casos de IC severa) Taquicardia

Sensacao de inchago Frequéncia cardiaca irregular
Perda de apetite Taquipneia

Confusao (na populagio idosa) Hepatomegalia

Depressao Ascite

Palpitagoes

Sincope




1.8 Diagnostico

O diagnostico de IC-FER requer trés condigoes: (1)
|. Sintomas tipicos de IC;
2. Sinais tipicos de IC;
3. FEVE reduzida.
O diagnostico de IC-FEP requer quatro condigoes: (1)
|. Sintomas tipicos de IC;
2. Sinais tipicos de IC;
3. FEVE normal ou apenas ligeiramente reduzida e VE nao dilatado;

4. Doenca cardiaca estrutural relevante (hipertrofia ventricular esquerda/aumento

do VE) e/ou disfungao diastolica.

Algoritmo para o Diagnéstico da IC

Um algoritmo para o diagnostico da IC ou disfungao do VE esta representado na
Figura 5 (I).

No caso de doentes que recorrem ao servico de urgéncia de um hospital com
suspeita de IC e inicio agudo dos sintomas, a abordagem inicial da ecocardiografia é
recomendada. Se os peptideos natriuréticos forem avaliados, é necessario um valor de cut-off
mais elevado. No caso de doentes que recorrem aos cuidados primarios de forma nao
urgente e com inicio gradual de sintomas e sinais de IC, deve ser feito um ECG e avaliados
os niveis de peptideos natriuréticos para identificar os doentes que necessitam realmente de
recorrer a ecocardiografia. Nestes doentes, deve ser usado um valor de cut-off mais baixo
para evitar um diagnostico “falso-negativo” de IC. Os doentes com grande probabilidade de
IC, tais como doentes com historia de EAM, devem ser diretamente referenciados para

ecocardiografia (1).
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Figura 5 - Fluxograma para o diagnéstico da Insuficiéncia Cardiaca. (Adaptado de MCMURRAY,

John, et al.; 2012 (1))

1.9 Prognéstico

Muitas varidveis fornecem informagao prognostica e podem ser obtidas diretamente

de dados como a idade, etiologia, classe NYHA, FE, co-morbilidades (disfungao renal,

diabetes mellitus,

natriuréticos. Contudo, estas variaveis variam ao longo do tempo tal como o prognéstico. O
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prognostico é particularmente importante aquando do aconselhamento dos doentes sobre
dispositivos cardiacos e cirurgia (incluindo o transplante cardiaco) e, se for o caso, no

planeamento dos cuidados paliativos dos doentes ().

1.10 Tratamento Farmacolégico da Insuficiéncia Cardiaca
com Fracao de Ejecdao Reduzida

Os objetivos do tratamento em doentes com IC sao aliviar os sinais e sintomas,
prevenir as admissoes hospitalares (recorréncia aos servigos de urgéncia e hospitalizagoes) e
aumentar a sobrevida dos doentes. Embora o foco dos ensaios clinicos tenha sido a
mortalidade, atualmente esta estabelecido que a prevengao de hospitalizagdes é importante

para os doentes e para os sistemas de saude (1).

Hoje em dia os ensaios clinicos ja possuem endpoints primarios de eficacia que vao
para além da mortalidade, contemplando admissdes no servigo de urgéncia, hospitalizagoes,
necessidade de administracao de diuréticos, agentes inotrépicos e vasodilatadores por via IV,
EAM, entre outros. Assim, ha uma avaliagio mais robusta da eficicia do medicamento

experimental.

O alivio dos sintomas, a melhoria na qualidade de vida e o aumento da capacidade
funcional sao também de grande importancia. Contudo, raramente sao escolhidos para
endpoints primarios na maioria dos EC. Esta situagao pode ser justificada pelo facto de estes
parametros serem dificeis de medir e pela fraca correlagio com o aumento da sobrevida dos

doentes ().

A estratégia para o tratamento da IC deve incluir trés antagonistas neurohumorais:
um IECA (ou um bloqueador dos recetores da angiotensina), um BB e um antagonista dos
recetores da aldosterona. Estes farmacos sao importantes para modificar a evolugao natural
na IC sistolica e devem ser considerados em todos os doentes, podendo ser usados em

combina¢ao com um diurético para o alivio dos sinais e sintomas de congestao (1).



.1l Tratamento Farmacolégico da Insuficiéncia Cardiaca
com Fracao de Ejecao Preservada

Até a presente data, nenhum tratamento evidenciou reduzir efetivamente a
morbilidade e mortalidade em doentes com IC-FEP. Os diuréticos sao usados para controlar

a retengao de sédio e agua e para aliviar a dispneia e edema ().

Dois EC de pequenas dimensdes (com 30 doentes cada) demonstraram que o
verapamil (um bloqueador dos canais de calcio) pode melhorar a capacidade de exercicio e
os sintomas em doentes com |IC-FEP. Este farmaco pode também ser util para o controlo da
taxa ventricular em doentes com fibrilhacdo auricular e no tratamento da hipertensao
arterial e EAM (o que nao acontece no caso de doentes com |IC-FER onde o efeito
inotropico negativo pode ser prejudicial). Os BB podem também ser usados para controlar a

taxa ventricular em doentes com IC-FEP e fibrilhagao auricular (1).

Os pontos a abordar nesta monografia nao contemplam o tratamento nao
farmacologico para a IC. Contudo, é importante salientar que no tratamento da IC pode ser

necessario recorrer a dispositivos cardiacos ou até ao tratamento cirurgico.
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2. Terapia Génica







Apesar dos avangos significativos no tratamento farmacologico, a IC continua a ser a
principal causa de morbilidade e mortalidade em todo o mundo. Por este motivo, ha uma
necessidade urgente de descobrir e desenvolver estratégias terapéuticas novas e melhoradas.
Neste contexto, a terapia génica surge como possivel solugao para o tratamento da IC e

para a melhoria da qualidade de vida destes doentes.

2.1 Definicao de Terapia Génica

De acordo com a EMA, um produto de terapia génica “é um produto biologico que
contém uma substdncia ativa, que contém ou consiste num acido nucleico recombinante
usado ou administrado em humanos com vista a regular, substituir, adicionar ou eliminar

uma sequéncia genética para fins terapéuticos, de profilaxia ou de diagnostico” (I 1).

A terapia génica pode ser classificada em duas categorias: terapia génica somatica e
terapia génica germinal. Na terapia génica somatica, o material genético € inserido em células
alvo selecionadas, mas a informagao genética nao é passada para a proxima geragao ao
contrario do que acontece na terapia génica germinal. Esta classificagao € de extrema
importancia uma vez que, até aos dias de hoje, a lei N.° 12/2005 de 26 Janeiro (artigo n.°8),

apenas permite terapia génica em células somaticas (12).

No processo de transferéncia de genes existem varios fatores a ter em conta para
uma correta abordagem ao alvo fisiopatologico. Estes fatores incluem as caracteristicas
biologicas do vetor, as barreiras impostas pela prépria fisiopatologia, a escolha do gene, o

sistema de entrega do vetor e a abordagem para transferéncia do gene (ex vivo ou in vivo)

(13).

2.2 Extensio da Transferéncia de Acidos Nucleicos para o
Coracao

Uma questao pertinente aquando da entrega dos vetores no coragao € saber quantos
cardiomidcitos € suficiente transduzir para obter uma resposta terapéutica. A proporgao de
células alvo no tecido de interesse que necessita de ser geneticamente modificada para
modificar favoravelmente a fisiopatologia em questao é de grande importancia. Dentro desta
questao estao consideragoes de eficacia da tecnologia de transferéncia de acidos nucleicos e

o método de entrega utilizado. Como exemplo, a criagao de um pacemaker biologico que
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requer apenas modificagdes genéticas num pequeno numero de células cardiacas e, em
contraste, a recuperagao da contractilidade do miocardio num contexto de IC que requer

uma transferéncia de genes eficaz para a maioria das células alvo (13).

A histéria natural da doenga tera um grande impacto no tempo necessario para a
expressao do transgene. O padrao de expressao do transgene necessario ira determinar a
escolha do sistema de transferéncia a ser aplicado para obter o resultado desejado. A
necessidade de uma expressao continua para condigdoes como a IC é inerente a natureza

irreversivel da fisiopatologia subjacente (13).

2.3 Estratégias de Entrega de Acidos Nucleicos

Os sistemas de entregas de acidos nucleicos podem ser classificados em duas

categorias: sistemas fisico-quimicos nao virais e sistemas virais recombinantes (14).

As vantagens dos sistemas nao virais incluem a facilidade de produgao do vetor, a
reduzida limitagdo no tamanho da “cassete de expressao” e os riscos de biosseguranca
minimos. Por outro lado, das limitagoes fazem parte a baixa eficacia de transfeccao e o efeito
transiente devido a degradacao intracelular. As vantagens dos sistemas virais incluem a alta
eficacia na transferéncia de genes e a capacidade de expressao dos transgenes por longos
periodos de tempo (quando sao usados virus integrativos). As principais limitagoes sao a
reduzida capacidade de “clonagem de sequéncias longas de acidos nucleicos”, inconsisténcias
com a bioatividade e pureza entre os stocks de vetores e riscos relacionados com a

biosseguranga (13).

2.4 Investigacdao Pré-Clinica

A investigacao clinica é consequente ao sucesso da investigagao pré-clinica. Na Tabela

6 estao representados os principais e mais promissores estudos pré-clinicos.

A anilise da tabela abaixo permite confirmar que as proteinas que atuam sobre os
niveis de calcio sao os alvos mais promissores para o tratamento da IC com terapia génica e
que a SERCA2a assume um papel de destaque neste grupo de alvos terapéuticos. No caso da
SERCAZ2a, os estudos pré-clinicos foram realizados em ratos, porcos e ovelhas para estudar

a melhor via de administragao, dose e efeitos terapéuticos e adversos.
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Tabela 6 - Sumario dos estudos pré-clinicos com proteinas que regulam

terapia génica (Adaptado de ZOUEIN, F. e BOOZ, G, 2013 (15))

Alvos

Adenilato
Ciclase

Recetor
Cinase
acoplado a
Proteina G

Fosfolamban

Proteina
Fosfatase |

Proteina Al
ligadora de
calcio S100

Ubiquitina
relacionada
com o

modificador |

SERCA2a

Papel

Diminuicao
indireta da

atividade da
SERCA2a

Dessensibilizagao
dos recetores [3-
adrenérgicos

Inibicao da
atividade da
SERCA2a

Inibicdo indireta
da atividade da
SERCA2a por

defosforilagao do
fosfolamban
Melhora a
atividade da

SERCAZ2a e das

proteinas
reguladoras do
Ca2+

Promocao da
atividade e
estabilidade da
SERCA2a

Armazenamento
do Ca?* durante
a diastole

Vetor/Modelo
Animal

Adenovirus-rato/porco

Adenovirus-coelho;
AAVé6-ovelha

Adenovirus-
hamster/ovelha;
AAV-
rato/hamster/murganho

Adenovirus-hamster;
AAV9-rato

Adenovirus-rato;
AAV6-ratos;
AAV9-porco;

AAV9-murganho

AAV | -rato/porco;
AAV2-ovelha;
AAVé6-ovelha

2.5 Investigacao Clinica

Objetivo

Sobrexpressao

Inibicao

Subexpressao e/ou
limitagao da
atividade

Subexpressao /
Inibicdo

Sobrexpressao

Sobrexpressao

Sobrexpressao

o calcio através da

Estado
/Comentarios

EC Ad5.hAC6 Fase I/1I

Muito promissor

Promissor (Necessita de
otimizagao)

Promissor (Necessita de
mais estudos)

Muito promissor

Promissor (Necessita de
mais estudos)

EC AAVI-SERCA2a fase
2b

O promotor de todos os EC de terapia génica envolvendo a SERCA2a ¢ a Celladon

Corporation. A Celladon Corporation € uma empresa de biotecnologia fundada com o objetivo

de desenvolver terapias moleculares para as doengas cardiovasculares, sendo a detentora da

patente do AAVI/SERCA?2a registada comercialmente como MYDICAR®. Este é também o

primeiro produto terapéutico desenvolvido por esta empresa.

Na Tabela 7 estao representados os EC com SERCA2a para o tratamento da IC, que

representam o estado da arte na terapia génica na IC.
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Tabela 7 - Ensaios Clinicos com SERCAZ2a na Insuficiéncia Cardiaca (Adaptado de ZOUEIN, F. e

BOOZ, G., 2013 (15))
Identificacao

Acrénimo

Promotor

Concecao do Estudo

Outcomes

Medicamento

Experimental / Vetor

Doses (DRP)

Administracao
Fase
Numero de doentes -
Estado

Resultados

Ensaios Clinicos

NCT00454818
CUPID

Celladon Corporation

Aberto,
Escalonamento de

doses

Segurancga e Eficacia
MYDICAR® (AAVI-
SERCA2a)
[,4x10"
6x10"

Ix10"
Intracoronaria
I
9 doentes -
completo

Positivos

NCT00454818
CUPID
Celladon Corporation
Randomizado,
Duplamente Oculto,
Controlado com
Placebo
Seguranga e Eficacia
MYDICAR® (AAVI-
SERCA2a)
6x10"

Ix10"

Ix10"
Intracoronaria
2
39 doentes -
completo

Positivos

NCTO01643330
CUPID
Celladon Corporation
Randomizado,
Duplamente Oculto,
Controlado com
Placebo
Eficacia
MYDICAR® (AAVI-
SERCA2a)

Ix10"

Intracoronaria
2b
200 doentes -
recrutamento ativo

NA

Na area das doencas cardiovasculares, a IC é a condicao com maior desenvolvimento
na terapia génica com particular destaque para o alvo SERCA2a. Atualmente, estio
concluidos dois EC com as caracteristicas supracitadas: um EC fase /2 e um estudo fase 2.
Seguidamente sera feita uma analise detalhada destes EC, que constituem o estado da arte
nesta area. Esta andlise contemplara uma avaliagdo critica dos pontos mais importantes no
que diz respeito ao desenho do estudos e a validade interna e externa dos mesmos bem
como uma avaliagdo da qualidade metodologica dos dois estudos publicados até a presente

data.
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2.6 Vetores

O desenvolvimento de tecnologia de transferéncia de genes requer um
conhecimento detalhado da célula alvo e da biologia do proprio transgene. O desenho do
vetor deve ter em conta os padroes temporais e espaciais do processo fisiopatolédgico
cardiovascular em questao. Por exemplo, em regra a concegao de um vetor para tratar a IC
deve ter em conta a expressao prolongada do transgene de forma a garantir a melhoria a
longo prazo dos resultados. Cada sistema de entrega do vetor é dotado de diferentes

especificidades e uma escolha apropriada podera garantir o sucesso na terapia (16).

Os sistemas de entrega de genes podem ser classificados em duas categorias:

sistemas nao virais e sistemas virais.

Vetores Nao Virais

Os vetores nao virais podem ser agrupados em sequéncias de acido
desoxirribonucleico (ADN) plasmidico, sequéncias de ARN, complexos lipossoma-acido
nucleico (lipoplexos) e complexos polimero-acido nucleico (poliplexos). Os oligonucledtidos
e seus analogos, quer livres quer em complexos, sao também um exemplo de vetor nao
viral. Apesar da relativa ineficacia de transferéncia de genes para o miocardio, muitos dos
protocolos de terapia génica em doencas cardiovasculares, sobretudo para terapéuticas que

envolvem a angiogénese, sio baseados em transferéncia de genes mediada por plasmideos

(14).

Os beneficios do uso de vetores baseados no ADN plasmidico incluem a facil
producao, o baixo custo e o baixo risco de respostas imunologicas sistémicas. Contudo, a
entrega de plasmideos ainda nio demonstrou um perfil de transfeccao adequado. O uso
desta tecnologia como ferramenta de transfeccao esta limitado, devido a rapida degradagao
sistémica dos plasmideos, a dificuldade em entrar nas células e a expressao transitoria dos

trangenes (16).

A estabilidade dos plasmideos tem vindo a ser melhorada através da incorporagao em
sistemas lipossomicos e poliméricos. O uso de complexos lipossoma-ADN confere maior
estabilidade ao ADN plasmidico na circulagao sistémica. No entanto, estes complexos
também tém problemas, nomeadamente a acumulagao no figado e pulmoes, que resulta

numa remogao rapida da circulagdo plasmatica. Por outro lado, ao nivel celular esta
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tecnologia encontra dificuladades ao nivel da internalizagao, saida do endossoma e

penetragao no nucleo das células quado se trata de ADN (16).

O uso de oligonucledtidos sintéticos para modular a expressao genética em sistemas
bioldgicos tem um grande potencial de investigacdo e terapéutico. Os oligonucledtidos
terapéuticos assumem varias formas tais como moléculas antisense, fatores de transcricao
“armadilha” e oligonucleétidos cataliticos. Para além das limitagoes genéricas dos vetores
nao virais, os oligonucleotidos apresentam problemas de tempos de semi-vida curtos e

ligagoes nao especificas a sequéncias nao desejadas (13).

Vetores Virais

O uso predominante de sistemas de vetores virais nos modelos pré-clinicos de
terapia génica é reflexo da grande eficacia de transferéncia genética destes sistemas. Esta
eficicia € conferida através das caracteristicas do virus biologico usado. Sera feita uma
discussao dos quatro virus mais desenvolvidos e usados para terapia génica. Existem outros

sistemas virais, contudo o seu uso esta limitado a modelos pré-clinicos.

Na Tabela 8 estao referenciados os quatro virus mais usados em terapia génica e as
respetivas vantagens e limitagoes.

Tabela 8 - Principais virus utilizados como vectores em terapia génica (17)

Vetores Expressao Resposta
Integracao Comentarios

Virais Genética Longa Imune

Tropismo alargado;
. _ + Facil producao em lotes de dimensiao
Adenovirus
elevada;
Bem caracterizado in vivo.

Virus adeno- Capacidade de clonagem limitada;

associados + R Nao patogénico;
(AAV) (Residual) Integracdo reduzida mas aleatoria na
auséncia do gene rep.
Classe especifica de retrovirus com
" + + . . ~ .
LEmfis capacidade de transdugao de células
quiescentes e.g. HIV, EIAV, FIV, etc.
Apenas infeta células em divisdo.
Retrovirus + + -

Geralmente derivados do virus da

leucemia de Moloney do murganho (MLV).
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Vetores Adenovirais

Os adenovirus sao virus de tamanho médio (90-100 nm), icosaédricos e sem
envelope compostos por uma nucleocapside e genoma de dupla cadeia linear de ADN.
Quando estes virus infetam uma célula hospedeira introduzem o seu ADN no hospedeiro
mas sem o incorporarem no material genético das células do hospedeiro. Assim, a molécula
de ADN fica livre no nucleo da célula hospedeira e as instrugoes desta molécula extra de

ADN sao transcritas tal como qualquer outro gene (18).

Como resultado do que foi referido anteriormente, o tratamento com adenovirus
requer readministragoes em populagoes de células em crescimento. Este sistema vetorial
tem mostrado ser promissor no tratamento do cancro e prova disso é o facto do primeiro
produto de terapia génica (Gendicine) a obter Autorizagao de Introdugao no Mercado (AIM)

ser um adenovirus recombinante para o tratamento de cancro (19).

Os virus da familia Adenoviridae infetam varias espécies animais, incluindo humanos.
Os adenovirus representam os maiores virus sem envelope sendo os virus, com o tamanho
maximo, capazes de serem transportados até ao endossoma (a fusao com o envelope nao é
necessaria). O viriao tem apenas um unico filamento associado a cada base da capside que
auxilia na ligagdo a célula hospedeira através do receptor coxsackie-adenovirus presente na

superficie da célula hospedeira tal como se pode observar na Figura 6 (19).

Nucleo

Dupla cadeia

deDNA | (
—’ *

Gene Terapéutico

Figura 6 - Organizacdo estrutural de um adenovirus (19)
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As diferentes fases da terapia génica com adenovirus estao representadas na Figura 7.

OWA_ Gene oW ;{y}
[T T ] |
HATDR |

. f Modified DNA injected
into v

Vector

: : \
~ Al Vector injects new
’ - 5 \ gene into nucleus

Vector binds to
cell membrane

' Cell makes pmu Ao
erapy using using new geg

U.S. National Libran/ GRGEG RIS

Figura 7 - Fases da terapia génica com vetor adenoviral (19)

O processo comeca com a clonagem do ADN modificado de interesse no backbone do vetor. Os vectores sao
produzidos numa linha celular, tipicamente células humanas embrionarias de rim (HEK) transfectadas com um
plasmideo que codifica o backbone viral e o gene de interesse e um ou mais plasmideos que codificam as
proteinas que compoem as particulas virais. Apos transfeccao as células produzem os vectores virais que sao
sujeitos a um processo de purificagao. De seguida, o vetor é administrado ao doente ligando-se aos recetores
na superficie da célula hospedeira. Posteriormente, o vetor funde com um endossoma e é incorporado pelo
segundo que o transporta até junto do nucleo. Neste local, ocorre a rutura do endossoma devido a acidificagao
do meio e o vetor pode finalmente libertar o gene modificado que, através dos poros da membrana nuclear,
atinge o nlcleo. Nestas condigdes ocorre a expressdo do gene viral em RNA, a partir do qual podem ser
geradas novas proteinas de interesse.

Os vetores adenovirais humanos recombinantes sao os vetores mais usados em
modelos pré-clinicos de terapia génica e em protocolos clinicos de terapia génica
cardiovascular. Os pontos fortes deste sistema vetorial que os levam a ser amplamente
usados vao desde a facil produgao até ao grande tropismo, particularmente dentro do

sistema cardiovascular (18).

As células alvo no sistema cardiovascular incluem também o endotélio vascular e as
células do musculo liso. Na presenca de um endotélio intacto, a administragao intravascular
de vetores adenovirais resultara numa entrega genética principalmente para as células
endoteliais. Por outro lado, as células do musculo liso podem ser transduzidas com uma

eficacia moderada apenas depois de um dano no vaso (13).
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Por todas as evidéncias supracitadas, podemos inferir que os vetores adenovirais tém
sido uma ferramenta de investigagao bastante util. Contudo, a translagao deste sistema
vetorial da investigacao basica até a aplicagao clinica tem uma série de desafios por varias
razoes. A morte de um jovem doente que foi diretamente atribuida ao vetor adenoviral
usado no EC levou a uma reavaliagao da seguranga da sua utilizagao. Os adenovirus tém uma
grande capacidade de desencadear reagdes imunitarias e inflamatorias intensas, o que
provavelmente contribuiu para o desenvolvimento deste evento adverso grave. Tal situagao
também acontece nos modelos animais, onde tém sido reportados eventos tais como
inflamagao vascular e do miocardio, disfuncao das células endoteliais, vasoproliferagao e
tromboembolismos (20). Outras barreiras para o uso clinico deste sistema viral incluem a
pré-existéncia de anticorpos neutralizantes para os vetores mais usados e a falta de
integracao do vetor que limita a expressao do transgene e também resulta na perda de

expressao do transgene nas células alvo em divisao (13).

Algumas abordagens tém sido exploradas para aumentar a biosseguranga dos vetores
adenovirais tal como vetores com quantidades reduzidas de genes virais de tal modo que a

atual geragao de vetores adenovirais “gutted” sao desprovidos destes genes (18).

Vetores de Virus Adeno-associados

Os vetores derivados dos virus adeno-associados, designados de virus adeno-
associados recombinantes (rAAV) sao derivados do parvovirus AAV, geralmente do tipo
sérico 2, de tamanho pequeno (30 nm) e com genoma de cadeia simples de ADN, com cerca

de 4,7 kb (21).

Este sistema vetorial tem como vantagens a auséncia de agentes patogénicos, baixa
imunogenicidade e expressao estavel do transgene por longos periodos de tempo. Estes
vetores tém tropismo para o musculo estriado e podem conferir uma expressio do
transgene estavel por longos periodos de tempo no musculo esquelético e cardiaco em

hospedeiros imunocompetentes (21).

Em contrapartida, estes sistemas vetoriais tém problemas relacionados com a pureza
e bioatividade dos stocks, uma capacidade de clonagem de transgenes limitada a 4,8 kb e a

potencial existéncia de anticorpos neutralizantes em humanos (22).
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A organizagao genomica do AAV esta representada na Figura 8.

ITR ITR

‘I rep | | cap I-

Figura 8 - Organizacdao genémica do AAV (23)

O genoma é constituido por inverted terminal repeats (ITR) em ambas as extremidades da cadeia de ADN, e
duas sequéncias de leitura: rep e cap. A primeira é composta por quatro genes que codificam as proteinas
necessarias para o ciclo de vida do AAYV, e a segunda contém sequéncias de nucleotidos para as proteinas da
capside: VPI, VP2 e VP3, que interagem entre si para formar a capside de simetria icosaédrica.

As sequéncias ITR sao compostas por 145 bases cada. A nomenclatura provém da
sua simetria, que foi demonstrado ser necessaria para uma multiplicagao eficaz do genoma
do AAV. As ITR mostraram também ser necessarias quer para a integracio do ADN do

AAYV no genoma da célula hospedeira quer para a encapsulagao eficaz do ADN (23).

No que diz respeito a terapia génica, as ITR parecem ser as Unicas sequéncias
necessarias em cis a seguir ao gene terapéutico: os genes estruturais (cap) e de
armazenamento (rep) podem ser entregues em trans. Com este pressuposto foram
estabelecidos varios métodos para a produgao eficaz de vetores rAAV contendo o gene

terapéutico. A produgao destes vetores encontra-se esquematizada na Figura 9 (23).

Os AAV tém muitas caracteristicas que os tornam particularmente adequados como
vetores de transferéncia de genes para o coragao. Em primeiro lugar, os AAV transfectam
eficazmente células que nao se dividem ou que se dividem lentamente, sendo vetores ideais
para a transferéncia de genes para os cardiomiocitos. Em segundo lugar, nao ha evidéncia de
que os AAV causem doenga em humanos e, por isso, os riscos sao baixos para os doentes,
profissionais de saude e sociedade em geral. A auséncia de genes virais diminui a
probabilidade de respostas imunes celulares, permitindo a expressao dos transgenes nas
células por longos periodos de tempo. Por fim, os vetores AAV sao estaveis num grande

intervalo de condigoes fisico-quimicas (21).
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Figura 9 - Processo de producido dos vetores rAAV (23)
No vetor rAAYV, o gene terpéutico esta intercalado entre os genes rep e cap, permitindo a produgido de
proteinas de replicagdo e de acondicionamento.

Aproximadamente 20-80% da populagao (percentagem que varia dependendo do
serotipo do AAYV) apresenta anticorpos neutralizantes para varios serotipos do AAV. Deste
modo, o potencial uso terapéutico dos AAVs tem de ter em conta este facto e pode ser um

critério de exclusao nos EC que usam este vetor (24).

Vetores Retrovirais

Um retrovirus € qualquer virus que pertence a familia Retroviridae. Todo o material
genético do retrovirus existe na forma de moléculas de acido ribonucleico (ARN). Quando
um retrovirus infeta uma célula hospedeira, este introduz o seu ARN e também outras

enzimas na célula. Esta molécula de ARN pode produzir uma copia de ADN a partir do seu
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proprio ARN gragas a enzima transcriptase reversa que estes virus possuem (25). A Figura

|0 evidencia a organizagcao do genoma de um retrovirus.

LTR

L

Figura 10 - Organizacao do genoma de um retrovirus (26)
O Group-specific antigen (gag) codifica as proteinas estruturais do virus, a polimerase (pol) codifica a
transcriptase reversa, a protease e a integrase e o envelope (env) codifica as proteinas do envelope.

Todos os processos de integragao do retrovirus estao representados na Figura ||

(26).

receptor

integrated
provirus

Figura I | - Processo de integracao do retrovirus (26)

O processo de producao de uma cépia de ADN a partir de uma molécula de ARN é designado por transcrigao
reversa e é mediado por uma enzima, a transcriptase reversa. Apos a produgio da cépia de ADN e uma vez
que esta se encontre livre no nidcleo da célula hospedeira, a primeira pode ser incorporada no genoma da
segunda. Este Gltimo processo é mediado por outra enzima chamada integrase.

Uma vez que o material genético do virus esta incorporado e faz parte do material
genético da célula hospedeira, pode dizer-se que a célula hospedeira esta modificada. Se esta

célula se dividir no futuro, as células descendentes irao todas conter os novos genes (26).

A insercao do gene desejado no ADN do vetor retroviral e a manutengao de uma
linha celular de montagem adequada, é atualmente o processo mais simples de preparar

vetores retrovirais (Figura 12) (26).
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Figura 12 - Processo de producdo vetores retrovirais (26)

Os vetores retrovirais sio criados através da remogio dos genes gag, pol e env, sendo estes genes substituidos
pelo gene terapéutico. Para produzir particulas vetoriais virais € comum utilizar-se uma célula produtora que
produz de forma constitutiva as proteinas virais, designada na bibliografia anglo-saxénica de packaging cell line.
Estas linhas celulares fornecem todas as proteinas virais necessarias para a produgao da capside e maturagao do
viriao do vetor. Estas linhas celulares de armazenamento montagem sao modificadas de modo a transcreverem
os genes gag, pol e env.

Os vetores retrovirais, baseados nos Moloney Murine leukaemia virus, foram
desenvolvidos ha mais de duas décadas. Estes vetores tém sido amplamente usados em

modelos preé-clinicos e foram usados pela primeira vez em EC em 1989 (13).

A maior limitacdo dos retrovirus é sem duvida a incapacidade de transduzir em

células que nao sofrem divisao. Neste sentido, os cardiomidcitos pds-mitéticos e células
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quiescentes, tais como o endotélio vascular intacto e células do musculo liso, nao podem ser
eficazmente transduzidos por estes vetores. Assim, varios investigadores tentam superar
esta desvantagem induzindo a proliferagao in vivo nas células alvo ou adotando uma estratégia

ex vivo (13).

Dadas estas limitagdes, o uso deste sistema vetorial em modelos cardiovasculares
tem falhado de forma clara. Este insucesso foi também causado pelo crescente uso de
vetores adenovirais e outros vetores com capacidade de transducao de células que nao

sofrem divisao, tais como o rAAV e os vetores lentivirais (21).

No ensaio clinico francés de terapia génica para o tratamento da imunodeficiéncia
combinada severa ligada ao cromossoma X, 3 das 10 criangas participantes desenvolveram
uma proliferagao de células T clonais pré-malignas que foi atribuida a uma integragao
preferencial no gene LMO?2 cuja activagao causou oncogénese. O risco de mutagénese por
vetores integrativos tinha sido previamente considerado minimo, contudo, veio-se a verificar
que os retrovirus derivados dos MLV tém uma integracao preferencial em oncogenes

especificos (27).

Vetores Lentivirais

O lentivirus é um género da familia Retroviridae caracterizado por ter um longo

periodo de incubagao (25).

O lentivirus é essencialmente uma ferramenta de investigacao para introduzir um
determinado gene em sistemas in vitro ou modelos animais. Estao a ser desenvolvidos
procedimentos em larga escala para usar os lentivirus de modo a bloquear a expressao de
um gene especifico usando a tecnologia de ARN de interferéncia. A expressao de ARN short-
hairpin (shARN) reduz a expressio de um gene especifico, permitindo assim que os
investigadores analisem a necessidade e os efeitos de um dado gene num determinado
modelo. Estes estudos podem ser precursores do desenvolvimento de novos farmacos que

visam bloquear um gene para o tratamento de uma doenca (28).
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Figura I3 - Organizacdo gendmica dos lentivirus (28)

Os lentivirus tém trés genes principais que codificam as proteinas virais na ordem: 5’-gag-pol-env. Existem ainda
genes acessorios que variam consoante o virus (por exemplo, para o HIV-1: vif, vpr, vpu, tat, nef) cujos produtos
estdo envolvidos na regulagdo da sintese e processamento do ARN viral e outras fungdes replicativas.

As proteinas virais envolvidas nas fases iniciais da replicagao incluem a transcriptase
reversa e a integrase. A transcriptase reversa é codificada pela ADN polimerase dependente
do ARN. A enzima usa o ARN viral como modelo para a sintese de uma cépia de ADN
complementar. A transcriptase reversa tem também atividade de RNAse para a destruigao
do ARN modelo. Ja a integrase liga, quer o cADN viral gerado pela transcriptase reversa

quer o ADN da célula hospedeira (28).

Os lentivirus, tal como os retrovirus, transduzem as células alvo através da integragao
genomica. Ao contrario dos vetores retrovirais, estes vetores tém a capacidade de
transduzir mitoticamente células quiescentes, uma caracteristica que aumenta a janela de
células alvo, particularmente dentro do sistema cardiovascular. O primeiro sistema vetorial
lentiviral a ser desenvolvido e o mais usado é baseado no virus da imunodeficiéncia humana
tipo |. Dados os problemas de patogenicidade do virus parental estio a ser estudados

vetores lentivirais sem base humana (25).

As principais vantagens deste sistema vetorial incluem a capacidade de estabilidade da
expressao do transgene por longos periodos de tempo e a maior capacidade de clonagem
(8-9 Kb) comparativamente ao rAAV, o outro vetor integrativo mais usado. No que diz

respeito as limitagoes, estas relacionam-se com problemas de bioseguranga (25).

O primeiro EC a usar um vetor lentiviral foi conduzido em 2005. O uso destes
vetores tem vindo a aumentar devido as caracteristicas vantajosas supracitadas. Em resposta
a estes desenvolvimentos, o Recombinant DNA Advisory Committee tem desenvolvido
orientagoes sobre como conduzir uma avaliagio do risco em investigagao com vetores

lentivirais (28).
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3.Alvos paraTerapia Génica na

Insuficiencia Cardiaca - SERCA2a







Num doente com IC, o miocardio apresenta uma capacidade reduzida de trocas ao
nivel do Ca®* intracelular, desequilibrios na fosforilagio e alteragdes nos padrées de
expressao de proteinas chave nos cardiomiocitos. Destas alteragoes faz parte a expressao
reduzida do sistema Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmatico. Esta alteragio sera o alvo da
terapia génica abordada nesta monografia pois é a drea onde a terapia génica na IC esta mais

desenvolvida e mais proxima de ser uma realidade na pratica clinica.

3.1 Insuficiéncia Cardiaca e Homeostasia do Calcio

A etiologia da IC é variavel podendo incluir a doenga arterial coronaria, hipertensao,
infecoes, doencas inflamatorias, genética e idiopatica. Contudo, numa fase tardia existem
caracteristicas comuns aos cardiomiocitos que incluem desequilibrios nas trocas de Ca**, que
alteram a expressao e atividade de algumas proteinas reguladoras para os mecanismos de

excitagao-contragao (29).

A regulagio dos niveis de Ca** no citosol das células eucariotas € um processo
extremamente complexo uma vez que este iao atua como segundo mensageiro em muitas
vias de sinalizagdo celular, o que requer concentragdes variaveis de Ca**. No coragio, em
particular, o Ca** nio tem apenas o papel de segundo mensageiro, mas é também o
responsavel pelo processo de contragao. Assim, varias proteinas estao envolvidas ativamente
nos processos de troca de Ca** no cardiomiécito, incluindo bombas, canais e proteinas de

ligagao ao Ca** (30).

O processo de relaxamento/contragao do cardiomidcito estd esquematizado na

Figura 14.
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Figura 14 - Sinalizacdo do calcio durante o processo de relaxamento-contracio (31)

O processo de excitagao-contragio € desencadeado por um evento de despolarizagao que percorre a
membrana dos tubulos T e induz a abertura dos canais especializados de Ca”, ou seja, os canais de Ca®*
dependente de voltagem do tipo L. A ativagao destes canais permite a entrada de uma pequena quantidade de
Ca®* para o citosol. Todavia, é necessario salientar que este processo nio é suficiente para induzir a ativagio
dos miofilamentos. No entanto, uma vez que estes canais estao localizados em estreita proximidade com as
cisternas terminais do reticulo sarcoplasmatico (RS), o Ca** pode chegar ao recetor rianidina (RYR2) localizado
na membrana do organelo celular desencadeando, assim, a libertagio em massa de Ca* do RS para o citosol
(32). Com o processo supracitado, a concentragdo intracelular de Ca** aumenta de 0,1 até | yM. O Ca**
libertado pode iniciar o processo de contragdo com o cross-bridge cycling quando a troponina C é exposta as
cabecas de miosina e se une aos filamentos de actina. O fim deste evento baseia-se na rapida e eficiente
remocio do Ca®* do citosol (33).

3.2 Isoformas da SERCA

Nos mamiferos, a familia SERCA inclui varias isoformas codificadas em trés genes
diferentes (SERCAI, 2 e 3). O gene SERCAI| (ATP2AI) esta localizado no cromossoma
I6pl2 e da origem a dois subtipos por splicing alternativo: SERCAla e SERCAIb. Estas
proteinas sao respetivamente as isoformas adulta e neonatal da SERCA presente no musculo

esquelético dos espasmos rapidos (34; 35; 36).

O gene SERCA2 (ATP2A2 no cromossoma 12), pelo contrario, codifica um
transcrito que, através de splicing alternativo, pode dar origem a trés isoformas diferentes da
proteina SERCA2: SERCA2a, 2b e 2c. As SERCA2a e 2b sao principalmente expressas no
musculo cardiaco/contragao lenta e no musculo liso, respetivamente. Ja a SERCA2c tem sido
detetada no epitélio, mesénquima e linhas celulares hematopoiéticas bem como nos
monocitos primarios humanos. (34; 37) Dada a expressao da isoforma SERCA2a no musculo

cardiaco, este sera o alvo para a terapia génica na IC abordada nesta monografia.
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Relativamente ao SERCAS3, este é codificado pelo gene ATP2A3 (cromossoma
|7p13). Esta bomba é mais ubiqua pois esta presente numa grande variedade de células nao

musculares em pelo menos 6 isoformas diferentes (34; 38; 39).

3.3 Estrutura da SERCA

De um ponto de vista estrutural, os membros da familia SERCA sao caraterizados
por trés diferentes e principais dominios: a grande cabeca virada para o citosol, uma haste e
um dominio transmembranar que esta presente no lado luminal da membrana do RS. (39) A
cabeca inclui o local de ligagao a adenosina trifosfato (ATP) e os dominios de fosforilagao e
atuador (regiao que funciona como “ancora” para o dominio de ligagio de nucleotidos

responsavel pela desfosforilagao) (40).

3.4 Regulacdo da Atividade da SERCA

Tal como ja foi referido, a SERCA2a é a isoforma da SERCA mais abundante no
coragao. A atividade desta bomba é especificamente regulada pelo fosfolamban (PLN). O
PLN é uma pequena molécula presente na membrana do RS e é caracterizado por um
dominio regulador hidrofilico e uma regiao transmembranar hidrofobica. A interagao fisica
entre o PLN e a SERCA2a é mediada por residuos especificos do dominio transmembranar e
pensa-se que interaja diretamente com a SERCA2a ao produzir um efeito inibidor devido a
uma alteragao na estrutura terciaria da molécula. Este efeito resulta numa redugao da

afinidade do Ca®* com a SERCA2a (41; 42; 43).

Outras moléculas estao também envolvidas na regulagao da interagao entre a
SERCAZ2a e o PLN sendo exemplos a proteina fosfatase | e o inibidor I. A proteina fosfatase |
desfosforila o PLN, o que permite recuperar a sua atividade inibidora ao nivel da SERCA2a.
A proteina inibidor | regula a proteina fosfatase | interagindo com esta na forma fosforilada.
A interagao do inibidor | com a proteina fosfatase | bloqueia a atividade da ultima e tem
como resultado o aumento da atividade transportadora da SERCA2a. Por sua vez, o sistema
neuro-hormonal influencia a fungdo da SERCA2a através da via [-adrenérgica por
fosforilagao do inibidor | via proteina cinase A. Por conseguinte, os efeitos inotropicos do
cAMP aumentam e, consequentemente, aumenta a estimulagio [3-adrenérgica na

contratilidade dos cardiomiodcitos. (44) Alguns destes mecanismos de regulagao estao
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representados na Figura |5, o que comprova que a SERCA2a é um alvo importante em

terapia génica.
Pathologic stimuli Therapeutic strategy
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Figura 15 - Atividade da SERCA2a como alvo terapéutico (31)

A redugio da recaptagio do Ca?* pelo RS resulta numa disfungio sistélica bem como um aumento dos niveis
de Ca2+ do citosol e suscetibilidade a apoptose. Na IC, a atividade e expressio da SERCA2a esta diminuida
devido a moléculas moduladoras.

3.5 SERCA na Insuficiéncia Cardiaca

No coragio de um doente com IC, o desequilibrio ao nivel das trocas de Ca** afeta
quer a fase sistolica quer a fase diastolica do ciclo cardiaco. Como consequéncia das
alteragdes na homeostasia do Ca®, os niveis de Ca** na didstole tornam-se por vezes

elevados e diminuidos na sistole, resultando numa fase de relaxamento prolongada (45).

Varios investigadores tém focado os seus estudos na caracterizagao da expressao e
atividade das proteinas responsaveis pelo controlo do processo de excitagao-contragao. Na
Tabela 9 estao representadas as principais proteinas envolvidas neste processo e o nivel de

expressao em caso de IC.

Desde a década de 90, varios grupos de investigagao concluiram que a SERCA2a esta
diminuida na IC. Desde entao, varios investigadores tém melhorado a atividade da SERCA2a
em cardiomidcitos em faléncia de modo a restabelecer a fungao cardiaca do coragao. Em
1999, a atividade da SERCA2a foi aumentada com sucesso em coragoes de ratos recém-
nascidos recorrendo a sobrexpressao da SERCA2a, utilizando um vetor adenoviral (46) bem

como em ratos adultos e cardiomiocitos humanos isolados a partir de um miocardio em fase

avancada de IC (47; 48).
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Tabela 9 - Expressao das principais proteinas na Insuficiéncia Cardiaca (30)

SERCA2a Diminuido

Fosfolamban Sem alteragiao

Trocador de N+/Ca2+ Aumentado

Canal de Calcio do Tipo L Sem alteracio

Recetor da Rianodina Sem alteracio

Curiosamente, a melhoria na atividade SERCA foi mais significativa no modelo de
cardiomiocitos neonatais de rato do que no modelo adulto. A razido para esta discrepancia
pode ser atribuida ao diferente padrao de expressao do gene da SERCA2a durante o
desenvolvimento dos cardiomidcitos. A presenca de mRNA do SERCA ¢ significativamente
variavel durante as diferentes fases de desenvolvimento e, em particular, este aumenta do
periodo fetal até a idade adulta. Durante a fase adulta, o RS pode estar quase totalmente
saturado com SERCA e mesmo um aumento da mensagem induzida pela transferéncia de
genes pode nao produzir efeitos com a mesma magnitude que se observa nos cardiomiocitos

dos ratos recém-nascidos (49).

As abordagens farmacologicas que aumentam a fungao inotrépica do coragao nao
foram totalmente bem sucedidas. Tal foi associado ao aumento da mortalidade e do risco de
morte subita. A reconstituigado da SERCA2a para niveis proximos dos niveis fisiologicos no
modelo de rato normalizou o volume ventricular esquerdo e a fungao cardiaca sem causar

os efeitos adversos associados a terapéutica inotrépica convencional (45).

O PLN é um alvo bastante atrativo para melhorar a atividade da SERCA2a na IC.
Diversas abordagens tém sido estudadas incluindo anticorpos miméticos do PLN, sequéncias
antisense e formas mutantes da molécula. Estes estudos salientam a importancia de manter o
ratio de PLN/SERCA para sustentar a fungao cardiaca, quer em modelos animais, quer em

células isoladas de doentes em fase avangada (50; 51).

Dada a grande importancia e forte correlagio da SERCA2a com o desenvolvimento
da IC, este € o alvo mais estudado com terapia génica na IC. Por este motivo, a SERCA2a

sera o alvo contemplado no estudo do estado de arte desta monografia.
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4. Analise dos Ensaios Clinicos







Esta andlise tera como base os artigos “Design of a Phase 1/2 Trial of Intracoronary
Administration of AAVI/SERCA2a in Patients With Heart Failure” (2008) (52), “Calcium
Upregulation by Percutaneous Administration of Gene Therapy in Cardiac Disease (CUPID Trial), a
First-in-Human Phase /2 Clinical Trial” (2009) (53) e “Calcium Upregulation by Percutaneous
Administration of Gene Therapy in Cardiac Disease (CUPID) - A Phase 2 Trial of Intracoronary Gene
Therapy of Sarcoplasmic Reticulum Ca**-ATPase in Patients With Advanced Heart Failure” (201 1)
(54). Estes sao os estudos cujos resultados ja foram publicados, sendo assim possivel fazer

uma analise mais detalhada.

Neste contexto, é importante salientar que existe um estudo a decorrer e cujos resultados
ainda nao foram aferidos — “A Phase 2b, Double-Blind, Placebo-Controlled, Multinational,
Multicenter, Randomized Study Evaluating the Safety and Efficacy of Intracoronary Administration of
MYDICAR® (AAVI/SERCA2a) in Subjects With Heart Failure” (55). Contudo, sera feita uma
analise ao desenho e principais caracteristicas deste estudo dada a sua grande importancia

por se tratar de um EC confirmatério que teve por base os estudos iniciais.
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4.1 Ensaio Clinico | = “Calcium Upregulation by Percutaneous
Administration of Gene Therapy in Cardiac Disease (CUPID
Trial), a First-in-Human Phase 1/2 Clinical Trial”

O estudo CUPID foi o primeiro passo da terapia génica na investigacao clinica na IC.
O medicamento experimental usado neste EC é o AAVI/SERCA2a. Trata-se de um vetor
AAYV recombinante e consiste em 4486 nucleétidos de ADN de cadeia simples que contém a
cassette de expressao da SERCA2a humana inserida entre ITRs derivadas do serotipo 2 do

AAV (52).

4.1.1 Objetivos

Os principais objetivos do estudo foram: (52)

e Avaliar a seguranga e exequibilidade de uma administragao por infusao
intracoronaria e de 3 doses de vetor AAVI com o transgene SERCA2a em
doentes com cardiomiopatia dilatada isquémica ou nao isquémica e em classe
NYHA 1I/1V;

e Explorar a atividade/eficicia do AAVI/SERCA2a para identificar as doses

adequadas para futuros estudos.

Os objetivos do estudo estao em concordancia com os objetivos estabelecidos para
as fases iniciais de todos os EC. Em estudos de fase | o principal objetivo é avaliar a
seguranca do medicamento experimental de modo a evitar qualquer tipo de dano nos
participantes do estudo em questao e de futuros estudos. Contudo, visto que se trata de um
estudo fase /2, é necessario avaliar os primeiros parametros de eficacia para determinar a
dose ideal para os proximos estudos. Este parametro assume uma elevada importancia uma
vez que o calculo da dose para este estudo é baseado nos resultados pré-clinicos ainda que

com uma grande margem de seguranga.

4.1.2 Visao Global

O estudo CUPID é um ensaio multicéntrico de fase |/2. Trata-se de um estudo
aberto, isto é, os investigadores e os doentes tém conhecimento da identidade do

medicamento experimental, e de um estudo de escalonamento de dose sequencial (53).

50



4.1.3 Critérios de Inclusdo
No protocolo do estudo foram definidos os seguintes critérios de inclusao: (53)

e Individuos entre os 18 e os 75 anos de idade;

e Diagnostico de cardiomiopatia cronica isquémica ou nao isquémica;

e FEVE < 30%;

e Classe NYHA Ill/IV num periodo minimo de 6 meses anterior a inclusao no
estudo;

e Consumo Maximo de Oxigénio (VO, max) < 16 mlL/kg/min nos 90 dias
anteriores a inclusao no estudo;

e CDI implantado ha pelo menos 30 dias antes da inclusao no estudo;

e Terapia medicamentosa adequada (IECAs, BB, antagonistas da aldosterona, entre

outros).

Pela analise dos critérios de inclusio é possivel inferir que estes critérios vao de
encontro aos critérios usados nos EC de terapéutica convencional. E importante salientar
que todas as etiologias de IC sao permitidas, possivelmente para averiguar a influéncia deste
parametro nos resultados do estudo. Por outro lado, o valor de FEVE < 30% é o padrao a
partir do qual se considera que o doente tem uma IC grave, o que se relaciona com o uso

de CDI e de classe NYHA 1lI/IV.

Ao contrario da maioria dos EC fase |, no estudo CUPID nao é permitida a
participagao de voluntarios saudaveis, tal como acontece, por exemplo, nos EC com
antineoplasicos. Esta situacao pode ser facilmente justificada pelas caracteristicas e
especificidades dos tratamentos com terapia génica e pelos principios éticos adjacentes.
Estes estudos tém um risco associado bastante superior aos estudos com medicamentos
convencionais e nao seria ético submeter voluntarios saudaveis a esse risco uma vez que nao

teriam nenhum beneficio decorrente da sua participagao.

4.1.4 Critérios de Exclusao

De seguida sao descritos os principais critérios de exclusao para além daqueles que sao
transversais a todos os EC: (53)
e Uso de terapéutica IV de inotropicos positivos, vasodilatadores ou diuréticos nos

30 dias anteriores a inclusao no estudo;
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e Histodria de cirurgia cardiaca, angioplastia ou valvuloplastia nos 30 dias anteriores
a inclusao no estudo;

e Historia de EAM nos 6 meses anteriores a inclusao no estudo;

e Sobrevida esperada inferior a um ano, segundo a opiniao do investigador;

¢ Presenca de anticorpos (Ac) neutralizantes anti-AAV| no titer 2 |1:4 nos 6 meses

anteriores a inclusao no estudo.

Grande parte dos critérios de exclusio garante que o doente tem de entrar no
estudo com IC compensada de modo a nao interferir com os resultados. No que diz
respeito ao critério sobrevida esperada inferior a um ano, trata-se de um aspeto bastante
importante de modo a evitar uma elevada taxa de dropouts (pessoas que abandonam o
estudo por morte, retirada do Consentimento Informado, entre outros). Contudo, é de
estranhar a admissao de doentes com Ac neutralizantes anti-AAV| visto que este facto pode
comprometer a eficacia do tratamento e esses doentes podem nao ter qualquer beneficio

em participar neste EC.

A validade interna e externa dos estudos sao aspetos fundamentais na investigagao
clinica. A validade interna diz respeito a qualidade cientifica e robustez da metodologia e do
desenho do EC, enquanto a validade externa diz respeito a reprodutibilidade dos resultados
do estudo para a populagao alvo. A validade externa é definida pelos critérios de inclusao e
exclusao. A validade externa é principalmente importante nos EC fase Ill (antes da AIM),
assim, neste caso, € possivel fazer melhorias aos niveis dos critérios de exclusao para

garantir a validade externa do estudo.

4.1.5 - Concecao do Estudo

A primeira fase do estudo CUPID é composta por trés grupos (coortes) de 3

doentes cada e cujo desenho do estudo esta representado na Figura 16 (53).
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Figura 16 - Representacao esquematica do estudo (53)

Os doentes dos diferentes grupos foram avaliados em duas visitas de screening com
um intervalo maximo de 30 dias. Caso os doentes apresentassem todos os critérios de
inclusao e nenhum critério de exclusao, estes podiam ser randomizados e incluidos no
estudo (dia 0). Nesse mesmo dia foi administrado o medicamento experimental e os doentes
foram continua e rigorosamente observados no centro por um periodo minimo de |8 horas
e um periodo maximo de 24 horas de modo a garantir a seguranca dos participantes. Todos
os eventos adversos (AE) foram identificados e tratados de imediato se necessario. Apos
esta avaliagao e monitorizagao inicial, as visitas presenciais foram agendadas para as semanas
[, 2,3,4,5e 6 e para os meses 2, 3, 6, 9 e |2. Posteriormente a este ano de observagao, as

visitas presenciais deram lugar a contactos telefonicos, a cada 6 meses durante dois anos.

A amostra total do estudo foi de 9 doentes que foram randomizados para 3 grupos
diferentes. Os elementos de cada grupo receberam uma dose diferente do medicamento

experimental conforme descrito na Tabela 10.
Tabela 10 - Esquema terapéutico para os diferentes grupos do estudo

[ 1,4 x 10" DRP (~2 x 10° DRP/Kg)

2 6 x 10" DRP (~8,6 x 10° DRP/Kg)
3 3 x 10 DRP (~4,3 x 10" DRP/Kg)

DRP: DNAase resistant particles.
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Por questoes de seguranga, nos grupos | e 2, o primeiro doente de cada grupo a
receber o medicamento experimental foi observado por um periodo minimo de uma
semana. Se durante esse periodo nao se observassem AEs clinicamente significativos, os
segundos elementos do grupo podiam receber o medicamento experimental e o

procedimento repetiu-se para os terceiros elementos (52).

No grupo 3, se todos os testes ELISPOT (testes para monitorizar as respostas
imunes ao tratamento experimental) fossem negativos no grupo anterior para os dois
primeiros doentes durante o més 3 e para o terceiro doente durante o més |, entdo o
doente seria observado durante um periodo minimo de uma semana antes de administrar o
medicamento experimental ao proximo doente daquele grupo. Por outro lado, se os testes
ELISPOT forem positivos no grupo anterior, entao o doente era observado durante um
periodo minimo de 6 semanas antes de se tratar o segundo doente e este era observado

pelo menos durante uma semana antes de tratar o terceiro e ultimo doente (52).

Para avangar para o proximo grupo do estudo, dois dos trés doentes foram
observados por um periodo minimo de 90 dias e o terceiro doente observado pelo menos
durante 30 dias. Os dados de seguranga foram rigorosamente revistos por um Comité de

Monitorizagao de Dados a fim de autorizar ou nao o inicio do estudo nos grupos seguintes.

4.1.6 Populacao do Estudo — Caracteristicas de Baseline

As caracteristicas de baseline do estudo sao um aspeto de grande importancia para
perceber se a distribuicao dos doentes pelos diferentes grupos é feita de forma homogénea,
de modo a garantir a validade dos resultados e a validade interna do préprio estudo. Caso as
caracteristicas de baseline dos doentes participantes no estudo nao sejam semelhantes nos

diferentes grupos, podemos estar perante um viés de selegao.
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Tabela I | - Caracteristicas de baseline dos doentes (52)

Cohort 1 Cohort 2 Cohort 3
1.4 x 10" DRP 6 x 10" DRP 3 x 10" DRP Total
n=23 n=23 n=23 n="9

Demographics
Age. v, mean (SD) 53 (7.0) 53 (4.6) 1.7 (9.0) 519 (7.0)
Male, n 3 2 2 T
Race, n

Cancasian 3 3 1 T

African American 0 0 2 2
NYHA status, namber (%)
NYHA Class 3 (100) 3(100) 3 (100) 3 (100
Cardiac, mean (SD)
MLWHFQ (points) 46,0 (31.8) 46.3 (20.5) 40.7 (20.2) 443(21.6)
b-min walk (meters) 3760.7 (29.3) 421.7(129.3) 3863 (115.2) 394.9 (90.2)
V0 max (mL-kg-min) 146 (2.5) 13.0 (2.8) 149 (2.9) 142(2.5)
LVESY (mL) 2133 (449) 252.0 (86.6) 2107 (47.4) 2233 (57.8)
LVEF (%) 24.3 (6.10) 203 (4.5) 22 (3.6) 222 (4.5)
NT-Pro BNP (pg/mL) 1857 (1369) 3084 (1954) 10644 (17373) 5195 (9688)
Medical history, mamber
Coronary artery disease 2 1 1 4
Diiabetes mellitus 1 0 2 3
Hypertension 1 0 2 3
Previous MI 2 1 1 4
Physical findings, mean (SD)
Svstolic blood 105.3 (20) 98.0 (3.3) 1053 (4.2) 1029 (11.2)

pressure (mm Hg)
Diastolic blood 693 (1.2) 683 (10.4) 9.0 (1.7) 7221(74)

pressure (mm Hg)
Body weight (kg) 4.0 (17.7) 83.0 (13.6) 947 (21.1) 91.2 (16.0)

DRP, DNase resistant particles; NYHA, New York Heart Association; MLWHF(), Minnesota Living with Heart Failure Questionnaire: WO, max, maximal
oxygen uptake; LVESV, left ventricular end-systolic volume; LVEF, left ventricular ejection fraction; MI. myocardial infarction.

As caracteristicas de baseline estao genericamente divididas em cinco dominios:

demografia, classe NYHA, parametros cardiacos, historia médica e parametros fisicos.

As caracteristicas demograficas sao, no geral, equiparaveis entre os trés grupos, com
excegao da raga, pois o grupo 3 possui 2 doentes de raga afro-americana. Estes doentes
possuem diferengas genéticas que podem interferir com os resultados do estudo. Numa fase

inicial do estudo, as variabilidades devem ser as menores possiveis.

No dominio dos parametros cardiacos, o NT-Pro BNP é um dado laboratorial
bastante discrepante entre os grupos, com uma média de 1857 pg/mL no grupo | e uma
média de 10644 pg/mL no grupo 3. Esta grande diferenca reflete uma maior probabilidade de
descompensacao da IC no grupo 3 em comparagao com os outros grupos. Este parametro

devia ser mais uniforme através da implementagao de um critério de exclusao.

Os restantes parametros sao uniformes ao longo dos trés grupos permitindo assim

fazer comparagoes validas mediante os resultados obtidos.

55



4.1.7 Endpoints

A abordagem a andlise de eficacia deste estudo é baseada na hipotese de que os
beneficios podem nao ocorrer em todos os doentes devido aos fatores individuais (anatomia
coronaria, atividade da SERCA?2a) e fatores especificos do processo (entrega eficaz do vetor
e transdugao). Deste modo, a andlise sera realizada baseada na resposta do grupo, mas

também na resposta individual, sendo categorizada como “bem sucedida”, “sem alteragoes”

e “mal sucedida” (52).

A atividade clinica e biologica bem como o sucesso do tratamento é determinado com

base nas tendéncias entre os grupos dos endpoints de eficacia em 5 dominios de eficacia: (53)

|. Fungao ventricular esquerda e remodelagao (FEVE e volume sistdlico final);

2. Sintomatico (classe NYHA e questionario Minnesota Living With Heart Failure
(MLWHEFQ));

3. Funcional (teste de marcha de 6 minutos e VO, max);

4. Biomarcadores (BNP e NT-proBNP);

5. Outcomes clinicos (morte, hospitalizagdes por IC e recurso a medicamentos

inotropicos positivos, vasodilatadores e diuréticos por via V).

No que diz respeito a medi¢ao da atividade terapéutica em fases iniciais da avaliagao
clinica, nao existe um consenso quanto a metodologia a usar para determinar uma alteragao
significativa nos estudos de IC. Muitas das terapias para a |IC sao aprovadas baseadas em
resultados de estudos com um grande numero de participantes. Contudo, os endpoints
usados nesses estudos nao sao exequiveis em fases iniciais com poucos participantes. Por

este motivo, foram usados endpoints compositos (53).

Uma vez estabelecidos os endpoints, é essencial definir dentro de cada dominio o que
constitui uma alteragao significativa. As alteragoes significativas estao apresentadas na Tabela

12.

A natureza, especificidade e robustez dos endpoints compositos sao um dos pontos
fortes do estudo CUPID. Os endpoints estao agrupados em cinco dominios de grande
importancia na avaliagao clinica da IC. Deste modo, € possivel diferenciar o nivel de evolugao
em cada dominio e perceber em que dominios o medicamento experimental tem mais
impacto. Por outro lado, as alteragoes significativas estaio bem estabelecidas de modo a

garantir uma uniformidade dos resultados.
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Tabela 12 - Definicao das alteracgoes significativas nos endpoints do estudo (53)

Funcdo Ventricular Esquerda e eHB A3

Remodelacido s
< 10% ou 20 mL no volume sistolico final.

Uma classe na classificacao NYHA;
Sintomatico

10 pontos na pontuagao total do MLWHFQ.

50 metros no teste de marcha de 6 minutos;
Funcional
e |.5 mL/kg/min no VO, max.

Biomarcadores ® 35% ou 300 pg/mL (o que acontecer primeiro).

Como na maioria dos EC de fase |, com uma amostra de estudo de tamanho
reduzido, as diferencas dos outcomes nos diferentes grupos podem nao ser estatisticamente
significativas. Contudo, as tendéncias significativas dos endpoints dentro dos cinco dominios
serao Uteis para obter evidéncia da atividade terapéutica e para desenhar os EC

confirmatorios (52).

4.1.8 Resultados

De um modo geral, apds a administragao de AAVI/SERCA2a, nao foram observadas
alteragdes clinicamente significativas nos principais o6rgaos, pressao arterial, frequéncia

cardiaca, temperatura corporal e tragado do ECG (53).

Na populagao total de 9 doentes, foram reportados 37 AEs, 81% dos quais foram
classificados com severidade ligeira ou moderada. Como eventos adversos graves (SAEs)
foram repotadas hospitalizagoes por angina instavel e por diabetes mellitus nao controlada.
Para além destes eventos destaca-se também a morte de um dos doentes do grupo 2, que
apesar de ter melhorado ao nivel da classe NYHA (de classe NYHA Ill para I/1l), faleceu por
morte cardiaca subita 96 dias apos a administracao de AAVI/SERCA2a. Todos os SAEs
foram classificados pelos investigadores como nao tendo relagio com o medicamento

experimental (53).
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Dos 9 doentes tratados com AAV|/SERCAZ2a, varios apresentaram melhorias ao nivel
dos dominios de eficacia desde a baseline até aos 6 meses. Cinco doentes melhoraram no
dominio sintomatico, 4 doentes no dominio funcional, 2 doentes nos biomarcadores, e 5
doentes ao nivel da fungao ventricular esquerda e remodelagao. Por outro lado, | doente
teve um agravamento com significado clinico no parametro funcional VO2 max, | doente

teve um aumento no NT-proBNP e | doente teve uma redugao na FEVE (53).

A Figura 17 representa a alteracao da FEVE ao longo do estudo. Dois dos doentes
(doentes | e 3 do grupo 1) apresentaram melhorias ao nivel da FEVE. E importante destacar
que os doentes com Ac neutralizantes para o AAV| (doente 3 do grupo 3 e doente 2 do
grupo |) apresentaram uma diminuigao na FEVE de grande relevancia clinica. Este resultado

pode ter sido fortemente influenciado pela presenga dos Ac neutralizantes (53).

—/% - Cohort 1, Pt#1 —a&— Cohort 1, P#2 - -& - Cohort 1, Pt#3
—0 - Cohort 2, Pt#1 —i— Cohort 2, P#2 - & - Cohort 2, Pt#3
—¢ - Cohort 3, Pt#1 —e— Cohort 3, P#2 - & - Cohort 3, Pt#3

Ejection Fraction Change (%)
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Figura 17 - Alteracao absoluta da FEVE ao longo do tempo (53)

A evolugao do dominio sintomatico avaliado através da classificagago NYHA esta
representada na Figura |8. De um modo geral, a maioria dos doentes apresentou uma

melhoria ao nivel dos sintomas da IC, ou seja, houve uma diminuigao da classe NYHA.
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Figura 18 - Alteracoes da classe NYHA ao longo do tempo (53)

Relativamente ao dominio funcional, a evolugao ao nivel do teste de marcha de 6

minutos esta representada na Figura 19. Neste parametro houve também uma melhoria,

principalmente nos doentes | do grupo | e 3 do grupo 2. Nestes dois casos, houve um

aumento acima dos 50 metros, o que constitui uma alteragao significativa.

Por fim, para analisar o dominio dos biomarcadores é necessario avaliar a alteragao

do NT-proBNp representada na Figura 20. Neste caso houve também uma clara melhoria na

maioria dos doentes. A Unica melhoria significativa é referente ao doente 3 do grupo | cuja

reducao é cerca de 60% (acima dos 30% definidos para alteragao significativa). No entanto, é

importante salientar que o doente | do grupo 2 tem uma melhoria muito préxima dos 30%.
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Figura 19 - Alteracdes nas distancias percorridas no teste de marcha de 6 minutos ao longo do

tempo (53)
—N - Cohort 1, P 1 ==y Cohort 1, Pt#2 - -& - Cohort 1, Pt# 3
—0O - Cohort 2, Pt# 1 ==ll==Cohort 2, Pt#2 - - - Cohort 2, Pt# 3
—¢ - Cohort 3, P#1 == Cohort 3, Pt# 2
80 -

NT-Pro BNP Change (%)

Cohort 3, Pt# 3 «—— NAb
Not Done

0 1 2 3 4

-80 -

5 6 7
Study Month

Figura 20 - Percentagem de alteracdo do NT-proBNP ao longo do tempo (53)
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4.1.9 Discussao

O principal objetivo deste EC, demonstrar a seguranca do AAVI/SERCA2a, foi
atingido. O medicamento experimental demonstrou um perfil de seguranga aceitavel dadas
as altas taxas expectaveis de morbilidade e mortalidade na populagao do estudo. Estes dados
estao em conformidade com os dados do perfil de seguranca estabelecido para outros

vetores AAV recombinantes em EC com um nimero total de doentes superior a 500 (53).

Tendo em conta os endpoints de eficdcia, estes revelaram resultados muito positivos
ao nivel dos varios dominios clinicos. Estes resultados, apesar de promissores, necessitam de
ser reavaliados em EC confirmatérios com um maior nimero de doentes. Nesses estudos
posteriores, sera fundamental analisar a expressao temporal da SERCA2a, nomeadamente o

pico de expressao da mesma.

Um aspeto importante a reter para os proximos estudos é referente a inclusao de
doentes com a presenga de Ac neutralizantes para o AAVI. Como observado nos graficos
supracitados do estudo CUPID, os dois doentes com esta caracteristica nao apresentaram
melhorias clinicas. Um dos doentes teve mesmo de ser submetido a um transplante cardiaco
no més 8. Em ambos os casos, as sequéncias do vetor AAVI/SERCA2a nao foram detetadas
recorrendo a técnica de PCR. Deste modo, nos proximos EC os doentes com presenga de

Ac neutralizantes devem ser excluidos do estudo.

Este ensaio clinico permitiu ndo apenas validar a SERCA2a como alvo terapéutico
para o tratamento da IC mas também estabelecer a transferéncia de genes usando o AAV

como estratégia terapéutica no direcionamento para as vias especificas do miocardio (52).

4.1.10 Avaliacao da Qualidade Metodolégica

A avaliagao da qualidade do artigo selecionado foi feita de acordo com a guideline
proposta pelo The centre for reviews and dissemination do National Institute for Health Research

(“Undertaking Systematic Reviews of Research on Effectiveness”).

Os resultados da avaliagao da qualidade metodoldgica do estudo experimental que foi

identificado na estratégia de pesquisa estiao descritos na Tabela |3.

6l



Tabela 13 - Avaliacdo da qualidade metodolégica do estudo CUPID fase 1/2
Critérios Avaliacao*

I. Was the assignment to the treatment groups really random?

Adequate approaches to sequence generation
e  Computer-generated random numbers A
e Random numbers tables

Inadequate approaches to sequence generation

e  Use of alternation, case record numbers, birth dates or week days

2. Was the treatment allocation concealed?

Adequate approaches to concealment of randomisation
e  Centralised or pharmacy-controlled randomisation
e  Serially-numbered identical containers
e  On-site computer based system with a randomisation sequence that is not
readable until allocation
e  Other approaches with robust methods to prevent foreknowledge of the
allocation sequence to clinicians and patients
Inadequate approaches to concealment of randomisation
e Use of alternation, case record numbers, birth dates or week days
e Open random numbers lists
e  Serially numbered envelopes (even sealed opaque envelopes can be subject

to manipulation)

. Were the groups similar at baseline in terms of prognostic factors?

. Were eligibility criteria specified?

. Was the care provided blinded? I

. Was the patient blinded? I

3
4
5. Were outcome assessors blinded to the treatment allocation? I
6
7
8

. Were the point of estimates and measure of variability presented

for the primary outcome measure?

9. Did the analyses include an intention to treat analysis? A

*Avaliacdo: A - Adequado; PA - Parcialmente adequado; | - Inadequado; D — Desconhecido.

No geral, o estudo tem uma qualidade metodolégica adequada. Os parametros
classificados como inadequados dizem respeito a ocultagao do estudo. Este EC é aberto por
se tratar de um estudo com escalonamento de doses. Por este motivo, os parametros que
foram classificados como inadequados sao justificados pela natureza e especificidades do

estudo.
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A elevada qualidade metodologica confere ao estudo uma grande robustez e
credibilidade pelo que os préximos estudos devem igualmente seguir este rigor cientifico

para garantir a validade interna do estudo.
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4.2 Ensaio Clinico 2 - “Calcium Upregulation by Percutaneous
Administration of Gene Therapy in Cardiac Disease (CUPID) - A Phase 2
Trial of Intracoronary Gene Therapy of Sarcoplasmic Reticulum Ca*'-
ATPase in Patients With Advanced Heart Failure”

O estudo CUPID fase | marcou a historia da terapia génica nas doencgas
cardiovasculares ao demonstrar a seguranga do AAVI/SERCA2a bem como a sua
exequibilidade no tratamento da IC. Deste modo, recorrendo aos resultados obtidos no

primeiro EC, foi possivel desenhar e realizar um EC de fase 2.

4.2.1 Objetivo

O objetivo deste estudo de fase 2 foi avaliar os efeitos de 3 doses de AAVI/SERCA2a
em comparagao com o placebo numa populagao de doentes com IC em estado avangado

(54).

Uma vez determinado o perfil de seguranga do medicamento no EC fase |, €
necessario avaliar a eficacia do tratamento. Deste modo, recorre-se ao uso de trés doses
diferentes do medicamento experimental para determinar qual das doses tem a melhor

relagao risco/beneficio (54).

4.2.2 Visao Global

O estudo CUPID fase 2 é randomizado, duplamente oculto (nem os investigadores,
nem os doentes conhecem a identidade do medicamento experimental), controlado com
placebo e com grupos paralelos. Nesta segunda fase, o estudo compara o uso de trés niveis

de dose de SERCA2a administrado por via intracoronaria com placebo.

Para demonstrar eficacia sio necessarias alteragoes concordantes em multiplos
endpoints, o que resulta numa taxa de falsos positivos muito baixa. Por este motivo, ha um
grande refor¢o da validade interna deste estudo conferindo, assim, uma grande robustez aos

resultados do estudo (54).
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4.2.3 Critérios de Inclusao

Os critérios de inclusao sao os mesmos do estudo CUPID fase |, com excecao dos

seguintes critérios:

e FEVE < 35%;

e VO, max < 20 mL/kg/min nos 90 dias anteriores a inclusao no estudo.

Estas alteragoes visam abranger um maior nimero de doentes a incluir no estudo, o
que resultara num aumento da validade externa do estudo. A importancia deste parametro
aumenta com a proximidade de uma possivel AIM. Tomando como exemplo a FEVE < 35%,
este é o critério de inclusao mais utilizado nos EC fase 3 com terapéutica convencional, o
que demonstra a intengao deste estudo em aumentar a sua validade externa e a correta

extrapolagao dos resultados para a populagao alvo.

4.2.4 Critérios de Exclusao

A semelhanca dos critérios de inclusio, os critérios de exclusio permaneceram
praticamente inalterados com apenas uma exce¢ao: neste estudo nao foi permitida a entrada
de doentes com a presenca de Ac neutralizantes para o AAVI. Esta decisao foi tomada
tendo como base os resultados do estudo de fase |, onde os dois doentes incluidos com a
presenca de Ac neutralizantes para o AAVI apresentaram resultados pouco favoraveis com
o tratamento com o medicamento experimental, comprovando assim que o beneficio para
estes doentes é inferior comparativamente aos doentes onde o Ac neutralizante para o
AAVI nao é detetavel. Esta alteragao é bastante importante e deve ser mantida em estudos

futuros de modo a garantir o principio ético do beneficio para todos os participantes de EC.

4.2.5 Desenho do Estudo

Os doentes foram incluidos no estudo em duas fases distintas. Na primeira fase, os
doentes foram distribuidos pelo grupo placebo, grupo de dose baixa de AAVI/SERCA2a
(6x10"' DNase-resistant particles) ou grupo de dose média de AAVI/SERCA2a (3x10'> DNase-
resistant particles). A dose mais alta de AAVI/SERCA2a (Ix10" DNase-resistant particles) foi
introduzida no estudo apos a revisio dos dados seguranga por parte do Comité de

Monitorizagao de Dados (54).
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Os processos de recrutamento, randomizagao e seguimento dos doentes estao

representados na Figura 21.

Prescreened for AAV NADb
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Figura 21 - Fluxograma do recrutamento dos doentes do estudo (54)

Tal como esta representado no fluxograma, 1509 doentes fizeram parte do pré-
screening do estudo com critérios de inclusao e exclusao pouco restritivos. Este pré-screening
teve como objetivo a avaliagao da incidéncia de Ac neutralizantes para o AAV| numa grande
amostra de doentes com IC. Da amostra total, foram randomizados 39 doentes numa

proporcao de 8:8:9:14 pra os grupos de dose baixa, média, alta e placebo, respetivamente.

4.2.6 Populacdao do Estudo — Caracteristicas de Baseline

Tal como foi referido anteriormente no estudo CUPID fase |, as caracteristicas de
baseline sao fundamentais para garantir uma distribui¢ao uniforme das caracteristicas clinicas

entre os diferentes grupos de modo a nao comprometer a validade interna do estudo. Estas
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caracteristicas sao igualmente importantes para avaliar a evolugao clinica dos doentes desde
a randomizagao até ao final do estudo. As principais informagoes relativas as caracteristicas

dos doentes estio representadas na Tabela |4.

Tabela 14 - Caracteristicas de baseline dos doentes (54)

AAV1/SERCA2a AAV1/SERCA2a AAV1/SERCAZ2a All
Placebo Low Dose Mid Dose High Dose AAV1/SERCA2a All Patients

Characteristic (n=14) (n=8) (n=8) (n=9) (n=25) (n=39)
Age, mean (SD), y 61.0(11.9) 60.3 (10.3) 63.9(8.9) 56.6 (14.0) 60.1(11.3) 60.5 (11.4)
Sex, n (%)

Female 1(7.1) 1(12.5) 0 3(33.3) 4(16.0) 5(12.8)

Male 13(92.9) 7(87.5) 8(100.0) 6 (66.7) 21(84.0) 34 (87.2)
Heart failure treatment regimen, n (%)

Angiotensin-converting enzyme inhibitor 8(57.1) 6 (75.0) 6(75.0) 7 (66.7) 19 (76.0) 27 (69.2)

Angiotensin Il receptor blocker 4(28.6) 1(12.5) 2(25.0) 2(22.2) 5(20.0) 9(23.1)

Aldosterone antagonist 8(57.1) 4(50.0) 3(375) 4(44.4) 11 (44.0) 19(48.7)

B-Blocker 14(100.0) 8(100.0) 7(87.5) 6 (66.7) 21(84.0) 35(89.7)

Diuretic 12(85.7) 8(100.0) 8(100.0) 8(88.9) 24 (96.0) 37(94.9)
Symptomatic, laboratory, functional, and
echocardiographic measures

NYHA class Ill, n (%) 14(100) 8(100) 8(100) 9(100) 25 (100) 39 (100)

MLWHFQ total score, mean=SD 48.7+16.4 57.6=16.4 35+29.0 41.4+26.5 446+254 46.0:22.0

Creatinine, mean+SD, mg/dL 16x0.6 1.0x0.2 1.5+06 1.1+03 1.2+04 1.3205

NT-proBNP, mean+SD, pa/mL 4072+3906 1353386 3310+3112 21411997 2268+2209 29323028

6-Minute walk test, mean=SD, m 336138 350+134 334+117 347120 346119 343+124

Vopmax, mean=SD, mL/kg per minute 12442 14.8+4.2 14.4+37 16.1£3.2 14.8£3.6 13.9239

LVEF, mean=SD, % 22.6%6.7 254+74 26.6+8.8 279+53 26.7+7.0 25.022.0

LV end-systolic volume, mean+SD, mL 20164 20697 236150 16948 202104 202+91

AAV1/SERCAZ2a indicates adeno-associated virus type 1/sarcoplasmic reticulum Caz*—ATPase; NYHA, New York Heart Association; MLWHFQ, Minnesota Living With
Heart Failure Questionnaire; NT-proBNP, N-terminal prohormone brain nafriuretic peptide; Vo,max, peak maximum oxygen consumption; LV, left ventricular; and EF,
gjection fraction.

Em termos gerais, as caracteristicas de baseline sio homogéneas em todos os grupos
do estudo em termos de parametros demograficos, sintomaticos, laboratoriais, funcionais,
ecocardiograficos e de tratamento farmacologico para a IC. Contudo, é importante salientar
que o grupo de dose média de AAVI/SERCA2a nao possui doentes do sexo feminino. Este
facto pode ser explicado pelo reduzido nimero de doentes do sexo feminino a participar no
estudo (5 doentes no total). Adicionalmente, a semelhanga do que aconteceu no estudo
CUPID de fase |, todos os doentes encontram-se em classe NYHA Il a data da

randomizagao no estudo.

4.2.7 Endpoints

Endpoints de Seguranca

Relativamente a seguranga, esta foi avaliada pela incidéncia de todos os AEs e SAEs,

incluindo eventos cardiovasculares fatais, descompensagao da IC, EAM ou hospitalizagoes
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por IC. A descompensagao da IC foi definida como a presenca de sinais e sintomas de IC
que requeiram pelo menos uma das seguintes intervengoes: (54)
¢ Hospitalizagao;
e Tratamento intravenoso com diuréticos, vasodilatadores ou inotropicos
positivos;
e Remocao mecanica de fluidos;

Bomba de balao intra-adrtico.

Endpoints de Eficacia
Ao nivel da eficacia foi mantida a abordagem do EC prévio, sendo necessarias
alteragoes concordantes em multiplos endpoints, permanecendo também inalterados os

diferentes dominios de eficacia: (54)

|. Fungao ventricular esquerda e remodelagao (FEVE e volume sistolico final);
Sintomatico (classe NYHA e MLWHFQ);
Funcional (teste de marcha de 6 minutos e VO, max);

Biomarcadores (BNP e NT-proBNP);

i > W

Outcomes clinicos (morte, hospitalizagdes por IC e recurso a medicamentos

inotropicos positivos, vasodilatadores e diuréticos por via intravenosa).

As alteragoes significativas foram também estabelecidas quer para a analise de grupo
quer para a anadlise individual. Na analise individual, as alteragoes significativas sao as mesmas
estabelecidas no EC fase |. Na andlise de grupo, as alteragoes significativas permaneceram
inalteradas em relagdo as estabelecidas previamente com exce¢ao da FEVE que passa de 5%

para 3% (54).

Anilise de Grupo

Os grupos de tratamento com AAVI/SERCA2a e o grupo placebo foram comparados
através das alteragoes médias ao longo de 6 meses desde a baseline. Para o tratamento ser
bem-sucedido foi necessiria uma melhoria em 2 ou mais dos 4 dominios de eficacia
(excluindo o dominio dos outcomes clinicos) em pelo menos um parametro dos respetivos
dominios. Adicionalmente, nos restantes dominios foi necessario apresentar uma
superioridade numérica em relagdo ao placebo e nao apresentar nenhum agravamento

clinicamente significativo (54).
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Analise Individual
A pontuagao numérica de eficacia foi calculada tendo como base o numero de
parametros com alteragoes clinicamente significativas ao longo de 6 meses. Estas pontuagoes

foram atribuidas a cada parametro dos 4 dominios de eficacia para cada doente: (54)

e +|: O doente melhorou num parametro desde a baseline até ao més 6 e a
magnitude da melhoria foi igual ou superior ao limiar de clinicamente significativa;

e 0: O doente nao teve alteragoes clinicamente significativas;

e -I: O doente teve um agravamento num parametro desde a baseline até ao més 6
e a magnitude do agravamento foi igual ou superior ao limiar de clinicamente

significativa.

Para cada doente, a pontuagao total foi calculada através do somatoério das
pontuagoes de todos os parametros dos 4 dominios de eficacia (classe NYHA, questionario
MLWHFQ, teste de marcha de 6 min, VO, max, NT-proBNP, FEVE e volume sistolico final).

O intervalo de pontuagoes possivel para cada doente foi de +7 até -7 (54).

4.2.8 Resultados

Resultados de Seguranca

Todos os doentes completaram o estudo com um seguimento dos parametros de
seguranga de pelo menos 12 meses. Apos a administragao de AAVI/SERCA2a, nao foram
observadas alteragoes clinicamente significativas nos principais orgaos, pressao arterial,

frequéncia cardiaca, temperatura corporal, resultados laboratoriais e tragado do ECG (54).

Foram registadas 8 mortes na populagao do estudo: 4 no grupo placebo (I durante o
periodo do estudo e 3 no periodo de seguimento); 3 no grupo de dose baixa (| durante o
periodo do estudo e 2 no periodo de seguimento); e | no grupo de dose média (durante o
periodo de seguimento). Nao foram registadas mortes no grupo de dose alta de

AAV|/SERCA2a (54).

Na Tabela |5 estao descritas as taxas de incidéncia dos SAEs e Aes nos diferentes

grupos.
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Tabela 15 - Taxas de incidéncia de SAEs e AEs nos grupos do estudo (54)
Taxa de incidéncia de

Taxa de incidéncia de
SAEs AEs

Placebo 64% 93%
Dose baixa 63% 100%
Dose média 50% 100%

Dose alta 33% 89%

A andlise da tabela acima permite concluir que a taxa de incidéncia de SAEs vai
diminuindo a medida que a dose aumenta ao longo dos grupos. A taxa de incidéncia de SAEs
€ mais baixa em qualquer um dos grupos de tratamento com AAVI/SERCA2a
comparativamente com o grupo placebo. Ao nivel dos AEs, estes sao na maioria classificados
pelos investigadores com severidade ligeira e assumem taxas de incidéncia elevadas em

qualquer um dos grupos.

Todos estes dados de seguranga foram favoraveis ao tratamento com
AAVI/SERCA2a, refor¢ando ainda mais que o medicamento experimental tem um perfil de

seguranga bem estabelecido e é bem tolerado pelos doentes com IC.

Resultados de Eficacia da Analise Individual

Tal como foi referido anteriormente, a analise individual pode ter uma magnitude de
pontuacao de -7 (maior agravamento) até +7 (maior melhoria). Os resultados de eficicia da

analise individual estao representados na Tabela 16 (54).

Tabela 16 - Sumario das pontuag¢des da andlise individual de eficacia aos 6 meses (54)

AAV1/SERCA2a | AAV1/SERCA2a | AAV1/SERCA2a
Study Visit Low-Dose Mid-Dose High-Dose Placebo
Month 6 Overall
N 8 8 9 14
Mean (SD) 0.9(2.23) -0.4(2.97) 1.1(1.96) -1.2(2.99)
Median 1.0 05 1.0 0.0
Range -4-4 -7-2 -2-4 -1-3
p-value vs placebo 0.102 0.533 0.052 -

Os piores resultados de eficacia a nivel individual foram verificados no grupo placebo

com uma pontuagao média de -1,2. O grupo de dose intermédia obteve também uma média
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de pontuagao negativa de -0,4. Os resultados de eficacia mais favoraveis a nivel individual
foram registados no grupo de dose alta com uma média de |,|. Estes resultados sao
importantes para avaliar a variabilidade individual na resposta ao tratamento do EC e

estabelecer uma comparagao com os resultados de eficacia da andlise de grupos.

Resultados de Eficacia da Analise de Grupos

Embora se tenha verificado uma melhoria (definida como pelo menos uma
superioridade numérica) em alguns parametros nos grupos de dose baixa e média, apenas o
grupo de dose alta de AAVI/SERCA2a contempla todos os critérios de sucesso do endpoint
primario na anadlise dos 6 meses. Os doentes do grupo placebo agravaram a sua situagao
clinica durante o periodo entre os 6 e os |2 meses, ao contrario dos doentes no grupo de
dose alta que estabilizaram ou melhoraram a sua condi¢ao clinica. O agravamento nos
parametros de eficacia ao longo do tempo no grupo placebo foi associado a uma alta taxa de

hospitalizagoes por IC e ao aumento do risco de eventos cardiacos terminais (54).

Tendo como base o més 6, limite temporal para a avaliagio dos dominios de eficacia,
seguidamente siao apresentados os graficos dos resultados dos principais parametros

analisados (Figuras 22, 23 e 24).
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Figura 22 - Alteracoes da FEVE (54)

No dominio da fungao ventricular esquerda e remodelagao, a FEVE nao aumentou
substancialmente em nenhum grupo. Contudo, numericamente houve uma maior diminuigao
no grupo placebo em comparagao com o grupo de dose alta (-2,1+7% para o grupo placebo

versus -0,7+4% para o grupo de dose alta; P=0,17) (54).
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100 - 6-Minute Walk Test by Treatment Group
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Figura 23 - Alteracdes no teste de marcha de 6 min (54)

No dominio funcional, a alteracao desde a baseline até ao més 6 no grupo de dose
alta foi superior a do grupo placebo no teste de marcha de 6 min (-87+164 m para o grupo
placebo versus 1100 m para o grupo de dose alta; P=0,18), reunindo assim os critérios de
sucesso estabelecidos para este dominio na analise de grupos (54). No grupo de dose baixa
os resultados foram também positivos ao contrario dos resultados do grupo de dose média,

mas em ambos os casos os resultados sao melhores comparativamente ao grupo placebo.

NT-proBNP (Absolute) by Treatment Group
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Figura 24 - Alteracées no NT-proBNP (54)

Relativamente ao dominio dos biomarcadores, o NT-proBNP aumentou no grupo
placebo em 5540+ 11873 pg/mL. O mesmo se verificou nos restantes grupos mas em menor

proporcao (54).
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No dominio sintomatico, a classe NYHA permaneceu praticamente inalterada no
grupo placebo (-0,2+0,7) e melhorou nos grupos de tratamento com AAVI/SERCA2a, com

um decréscimo médio no grupo de dose alta de -0,6+0,7 (54).

No que diz respeito ao quinto dominio de eficacia, outcomes clinicos, a analise do
tempo até a ocorréncia dos eventos cardiovasculares (morte, dispositivo de assisténcia
ventricular ou transplante cardiaco) foi numericamente favoravel ao AAVI/SERCA2a. Foram
reportados dois eventos no grupo placebo (morte e dispositivo de assisténcia ventricular),
um evento no grupo de dose média (transplante cardiaco) e nenhum evento nos grupos de
dose baixa e alta. Adicionalmente, verificou-se uma redugiao na duragao das hospitalizagoes
por IC no AAVI/SERCA2a versus placebo (0,2+0,7 dias no grupo de dose alta versus
2,1%2,9 dias no grupo placebo; P=0,08). Deste modo, foram reunidos os critérios de sucesso

definidos para este dominio (54).

Na Figura 25 estao representados os principais eventos clinicos (descompensagao da
IC, EAM, dispositivo de assisténcia ventricular, administragio de agentes inotrépicos,

transplante cardiaco e morte) ao longo do estudo.
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Figura 25 - Eventos cardiovasculares ao longo de 12 meses (54)
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A analise da Figura 25 permite retirar trés importantes conclusoes:

|. Existe um maior nimero de eventos cardiovasculares no grupo placebo do que
nos grupos de tratamento com AAV|/SERCA2a, apesar de nao atingir significado
estatistico;

2. Os eventos ocorrem mais precocemente no grupo placebo do que nos grupos
de tratamento com AAV|/SERCA2a;

3. O niimero de eventos diminui 2 medida que aumenta a dose de tratamento com

AAVI/SERCA2a.

4.2.9 Discussao

Neste EC fase de 2 foi reportado um sinal clinico de uma possivel maior atividade
biolégica do SERCA2a, medido por varios dominios de eficacia. O grupo de dose alta de
AAVI/SERCA2a reuniu os critérios de eficacia estabelecidos quer para a anilise individual,

quer para a analise de grupos na melhoria dos parametros clinicos associados a IC (54).

O impacto do AAVI/SERCA2a na prevencao dos outcomes clinicos é talvez o
resultado mais importante deste estudo e servira de base para o endpoint primario para a

confirmagao dos resultados deste EC em futuros estudos (54).

Neste estudo de dimensao reduzida, os sinais positivos concordantes ao longo dos
cinco dominios de eficacia suportam a hipotese de que a administragao de AAVI/SERCA2a
induziu uma atividade biologica significativa. Este estudo veio também confirmar que a via de

administragao usada no estudo de fase | (infusao intracoronaria) é segura e efetiva (54).

A principal limitagio deste estudo é o pequeno tamanho da amostra de doentes.
Com uma amostra de 39 doentes, ha uma limitagio no que diz respeito a capacidade de
provar de forma conclusiva que os efeitos clinicos observados foram devidos a administragao
do AAVI/SERCAZ2a (54). Apesar da forte robustez ao nivel dos endpoints de eficacia, serao
necessarios EC confirmatérios com uma maior amostra de doentes para avaliar

adequadamente o potencial desta terapia no tratamento da IC.

De uma forma geral, os resultados deste EC trazem uma nova esperanga para o
tratamento da IC baseado numa nova estratégia que tem como alvo o SERCA2a e é também

um avango no caminho desta terapia rumo a pratica clinica.
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4.2.10 Avaliacao da Qualidade Metodolégica

A semelhanca do que foi feito no estudo CUPID fase |, a avaliacio da qualidade deste
artigo foi feita de acordo com a guideline proposta pelo The centre for reviews and
dissemination do National Institute for Health Research (“Undertaking Systematic Reviews of

Research on Effectiveness”).

Os resultados da avaliagao da qualidade metodolégica do estudo experimental que foi

identificado na estratégia de pesquisa estao descritos na Tabela 17.

O estudo CUPID fase 2 tem nota maxima no que diz respeito a qualidade
metodologica. Como se trata de um estudo duplamente oculto, os pontos 5, 6 e 7 foram

avaliados como adequados ao contrario do que aconteceu no estudo CUPID fase |.

A excelente qualidade metodologica confere ao estudo uma grande visibilidade na
comunidade médica e cientifica e sera um grande incentivo para a realizagao de EC
confirmatodrios essenciais para validar a atividade biologica do AAVI/SERCA2a bem como a

sua relagao com os efeitos clinicos observados.
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Tabela 17 - Avaliacdo da qualidade metodolégica do estudo CUPID fase 2
Critérios Avaliacao*

I. Was the assignment to the treatment groups really random?

Adequate approaches to sequence generation
e  Computer-generated random numbers A
e Random numbers tables

Inadequate approaches to sequence generation

e  Use of alternation, case record numbers, birth dates or week days

2. Was the treatment allocation concealed?

Adequate approaches to concealment of randomisation
e  Centralised or pharmacy-controlled randomisation
e  Serially-numbered identical containers
e  On-site computer based system with a randomisation sequence that is not
readable until allocation
e  Other approaches with robust methods to prevent foreknowledge of the
allocation sequence to clinicians and patients
Inadequate approaches to concealment of randomisation
e  Use of alternation, case record numbers, birth dates or week days
e Open random numbers lists
e  Serially numbered envelopes (even sealed opaque envelopes can be subject

to manipulation)

. Were the groups similar at baseline in terms of prognostic factors?

. Were eligibility criteria specified?

. Was the care provided blinded?

> > > > >

. Was the patient blinded?

3
4
5. Were outcome assessors blinded to the treatment allocation?
6
7
8

. Were the point of estimates and measure of variability presented

>

for the primary outcome measure?

9. Did the analyses include an intention to treat analysis? A

*Avaliacdo: A - Adequado; PA - Parcialmente adequado; | - Inadequado; D — Desconhecido.
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4.3. Ensaio Clinico 3 - “A Phase 2b, Double-Blind, Placebo-Controlled,
Multinational, Multicenter, Randomized Study Evaluating the Safety and
Efficacy of Intracoronary Administration of MYDICAR® (AAVI/ISERCA2a)
in Subjects With Heart Failure”

Os resultados favoraveis, quer ao nivel da eficicia quer ao nivel de seguranga, do
estudo CUPID fase 2 foram a base para a realizagao de um estudo confirmatério cuja

principal caracteristica € o aumento do tamanho da amostra do estudo.

4.3.1 Objetivo

O objetivo deste estudo é avaliar se o AAVI/SERCA2a reduz a frequéncia e/ou
retarda as hospitalizagdes por IC em doentes com IC em estadio avangado quando

adicionado as terapéuticas otimizadas para cada doente (55).

4.3.2 Visao Global

O EC CUPID fase 2b é um estudo randomizado, paralelo, duplamente oculto,
controlado com placebo, multinacional e multicéntrico. Este estudo teve inicio em Agosto
de 2012 e tem um fim previsto em Janeiro de 2016, estando a ser realizado nos Estados

Unidos da América, Dinamarca, Alemanha, Polénia e Suécia (55).

O recrutamento previsto é de 200 doentes com o objetivo de que amostra tenha
significado estatistico para a anadlise dos resultados e para que seja possivel estabelecer a
relagao dos efeitos clinicos do estudo com o medicamento experimental. O aumento do
tamanho da amostra para um numero consideravel de doentes é o grande ponto forte deste
estudo e, por este motivo, este sera o EC onde se podera confirmar a atividade biologica do

AAVI|/SERCA2a.

Dado que no estudo CUPID fase 2 os melhores resultados ao nivel da eficacia e
seguranga foram registados no grupo de dose alta de AAVI/SERCA2a, este estudo tem

apenas dois bragos: (55)

e Infusdo intracorondria de Ix10"” DNase Resistant Particles de AAVI/SERCA2a
(esta foi a dose usada no grupo de dose alta do estudo anterior);

¢ Infusdo intracoronaria de placebo.
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4.3.3 Critérios de Inclusao e Exclusao

Os principais critérios de inclusao e exclusao permaneceram inalterados em relagao

ao estudo de fase 2, com excegao dos dois seguintes critérios de inclusao: (55)

e |ndividuos entre os |18 e os 80 anos de idade;

e Classe NYHA I, I, ou IV.

A alteragoes destes dois critérios de inclusao entram em concordancia com os
critérios aplicados nos EC de IC com medicamentos convencionais, de modo a facilitar a

comparagao entre os resultados dos diferentes estudos a decorrer para o tratamento da IC.

4.3.4 Endpoints Primarios e Secundarios

O endpoint primario deste estudo é o tempo até a ocorréncia de hospitalizagdes por
IC durante 12 meses. Este endpoint permite, assim, testar a hipotese do estudo de que a
administracao de AAVI/SERCA2a em associagao a terapéutica otimizada para cada doente
pode diminuir o nimero de hospitalizagoes por IC e/ou atrasar a ocorréncia das mesmas

(55).

Os endpoints secundarios sio o tempo até a ocorréncia de morte por todas as

causas, transplante cardiaco e implantagao de dispositivos de assisténcia ventricular (55).
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5. Conclusao







Apesar da grande diversidade de tratamentos farmacologicos para a IC, as elevadas
taxas de mortalidade e morbilidade desta condigao bem como a falta de qualidade de vida
dos doentes refletem a urgente necessidade do desenvolvimento de uma terapéutica mais
eficaz. E neste contexto que surge o desenvolvimento do AAVI/SERCA2a, aliando as
caracteristicas promissoras da terapia génica e o seu direcionamento para um alvo

amplamente estudado e validado na IC: a SERCAZ2a.

Seguindo a logica da investigacao translacional, os resultados pré-clinicos favoraveis
permitiram desenvolver protocolos de investigagao clinica. Atualmente, a Medicina Baseada
na Evidéncia assume uma crescente importancia e, por este motivo, a avaliagio dos
resultados de ensaios clinicos controlados e randomizados é fundamental dado o elevado

nivel de evidéncia dos mesmos.

Os EC desenvolvidos tiveram como principais objetivos determinar a seguranga e
eficacia do AAVI/SERCA2a. No que diz respeito a seguranga, esta foi confirmada pelo baixo
nimero de AEs e pela auséncia de SAEs relacionados com o medicamento experimental
como consta nos estudos CUPID fase 1/2 e fase 2. Relativamente a eficacia, apesar dos
resultados claramente favoraveis em varios parametros de eficacia do grupo de dose mais
alta de AAVI/SERCA2a em comparagao com o grupo placebo, o reduzido nimero de
doentes nestes dois estudos iniciais nao permite obter resultados de eficacia com significado
estatistico. Por este motivo, esta atualmente a decorrer um EC confirmatério com uma
amostra prevista de 200 doentes para responder a questio em aberto pelos dois primeiros
estudos: o tratamento com AAVI/SERCA2a é eficaz numa grande populagio de doentes

com IC?

Os pontos fortes dos EC com AAVI/SERCA2a passam pela robustez dos endpoints
de eficicia uma vez que se tratam de endpoints compositos nos quais as melhorias
significativas estao bem estabelecidas, reduzindo a taxa de falsos positivos, e pela elevada

qualidade metodolégica.

Apesar da eficacia do medicamento experimental necessitar de ser verificada num
estudo confirmatorio, se os resultados iniciais promissores se mantiverem, a IC podera ser a
primeira condicao cardiovascular a ter um tratamento de terapia génica na pratica clinica.
Deste modo, a semelhanga do que aconteceu nos participantes dos primeiros EC, uma
grande percentagem dos doentes com IC podera beneficiar de um tratamento inovador,

reduzindo, assim, as taxas de mortalidade e morbilidade desta condicao e melhorando
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significativamente a qualidade de vida destes doentes, o que permite também reduzir os

custos de salde diretos e indiretos associados a IC.
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