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RESUMO

Avancos recentes na biomedicina tém permitido desenvolver novas abordagens
terapéuticas, culminando na criacdo de uma nova classe de medicamentos baseados em
células, tecidos ou genes — os medicamentos de terapia avancada (ATMPs, do inglés
Advanced Therapy Medicinal Products). Esta classe de medicamentos apresenta elevado
potencial para transformar a vida dos doentes e dos sistemas de saude, proporcionando
novas opgoes terapéuticas para doencas para as quais o tratamento disponivel é limitado ou
inexistente.

Devido as suas caracteristicas Unicas, os ATMPs, apresentam varios desafios durante
o processo de desenvolvimento e producdo, distinguindo-os dos restantes produtos
farmacéuticos. Deste modo, as agéncias que regulam e supervisionam os produtos
farmacéuticos tém feitos esforcos para disponibilizar as orientacdes necessarias para o
desenvolvimento e comercializacdo destes novos medicamentos inovadores. Na Europa, a
Agéncia Europeia do Medicamento (EMA, do inglés European Medicines Agency) publicou
varias guidelines acerca da qualidade, desenvolvimento pré-clinico e clinico dos ATMPs,
potenciando e regulando a entrada destes produtos no mercado.

Com base nas consideracbes anteriores, na presente Dissertacdo pretende-se
descrever: i) as diferentes categorias dos ATMPs, ii) as guidelines aplicaveis a estes
medicamentos, nomeadamente a avaliacdo do risco, processo de producdo, avaliacdo pré-
clinica e clinica, iii) importancia e aplicagGes destas terapias e iv) quais os ATMPs autorizados
atualmente pela EMA.

Na ultima década, mais de 15 ATMPs receberam autorizacdo de introdugdo no
mercado (AIM) na Europa, no entanto algumas AIM ndo foram renovadas ou o medicamento
foi retirado do mercado por questdes de seguranca e/ou falta de eficacia ou viabilidade
econdmica. Assim, é necessario continuar o desenvolvimento de novos ATMPs assim como
do seu enquadramento legal, acelerando a aprovacdao destas terapias inovadoras e

mantendo os elevados padrdes de qualidade, seguranca e eficacia.

Palavras-chave: Medicamentos de terapia avancada; Legislacdo UE; Padrdes de qualidade e

seguranca; desenvolvimento pré-clinico; desenvolvimento clinico.
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ABSTRACT

Recent advances in biomedicine have empowered the development of new
therapeutic approaches, culminating in the creation of a new class of medicines based on
cells, tissues, or genes — the advanced therapy medicines products (ATMPs). This class of
medicines has high potential to transform the lives of patients and healthcare systems,
providing new therapeutic options for diseases for which available treatment is limited or
non-existent.

Due to their unique characteristics, ATMPs present several challenges during the
development and manufacturing process, differentiating them from other pharmaceutical
products. Therefore, agencies that regulate and supervise pharmaceutical products have
made efforts to provide the necessary guidance for the development and commercialization
of these new innovative medicines. In Europe, the European Medicines Agency published
several guidelines about quality, non-clinical and clinical development of ATMPs, promoting
and regulating the entrance of these products into the market.

Based on the previous considerations, this Dissertation aims to describe: i) the
different categories of ATMPs, ii) the guidelines applicable to these medicines, namely risk
assessment, manufacturing process, pre-clinical and clinical evaluation, iii) the importance
and applications of these therapies, and iv) which ATMPs are currently authorized by EMA.

In the last decade, more than 15 ATMPs have received marketing authorization (MA)
in Europe, however some MAs weren’t renewed, or the medicine was withdrawn from the
market due to safety concerns and/or lack of efficacy or economic viability. Therefore, it’s
necessary to continue the development of new ATMPs as well as their legal framework,
accelerating the approval of these innovative therapies and maintaining high standard of

quality, safety and efficacy.

Keywords: Advanced therapy medicines products; Quality and safety standards; EU

legislation; pre-clinical development; clinical development.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras para a prevencao e tratamento de
doencas resulta do crescente conhecimento cientifico em diversas areas, nomeadamente na
biotecnologia e biologia celular e molecular. Assim, os avancos que resultam da investigacdo
cientifica trazem, cada vez mais, novas oportunidades para desenvolver tratamentos inovadores a
um ritmo cada vez mais elevado (1,2).

Os Medicamentos de Terapia Avancada (ATMPs, do inglés Advanced Therapy Medicinal
Products) constituem uma classe complexa, emergente, inovadora e em expansdo de
medicamentos utilizados no tratamento de multiplas patologias, tais como a doenca de
Alzheimer, cancro, doengas genéticas e doencgas raras. Nesta classe de medicamentos, os
medicamentos podem ser classificados em Medicamentos de Terapia Génica (MTG),
Medicamentos de Terapia com Células Somaticas (MTCS) e Produtos de Engenharia de Tecidos
(PET). Alguns ATMPs podem conter um ou mais dispositivos médicos como parte integrante do
medicamento, sendo por isso denominados Medicamentos de Terapia Avancada Combinados
(ATMPs combinados)(3-5).

Os ATMPs oferecem uma alternativa face aos medicamentos tradicionais, nomeadamente os
farmacos obtidos através de sintese quimica, ou até mesmo face a alguns medicamentos
biolégicos, como é o caso dos anticorpos monoclonais, pois apresentam um elevado potencial
para eliminar ou reparar células que apresentem alteracGes patoldgicas que sdo responsaveis
pelo desenvolvimento de doencgas. Deste modo, é expectdvel que a investigacdo em torno desta
classe de medicamentos inovadores continue a crescer, uma vez que estes permitem um
tratamento mais especifico e direcionado para varias doencas, nomeadamente doencas raras
para as quais a causa subjacente é conhecida, frequentemente uma alteracdo genética. Estas
terapias apresentam particular relevancia nestas patologias onde as opg¢Oes terapéuticas sdo
limitadas ou para as quais o tratamento é sintomatico e que apresentam elevadas necessidades
médicas pois permitem tratar e impedir a progressdo natural da doenca. Para além disso, podem
reduzir os custos de gestdo em saude, através da reducdo dos cuidados de saude prestados a
longo prazo, uma vez que muitos tratamentos com ATMPs requerem uma Unica administragao e
frequentemente conduzem a melhoria radical na condicdo de saude do doente. Assim os ATMPs,

embora sejam medicamentos mais caros, ao reduzirem o absentismo, a morte prematura e o



elevado custo dos cuidados especializados com grande peso nos sistemas de saude, a longo prazo
resultam num impacto econdmico favoravel (6-9).

A estrutura legal e regulamentar dos ATMPs na Unido Europeia (UE) foi estabelecida pela
Comissdo da UE em 2007 e aplicada em dezembro de 2008 (8). O Comité das Terapias Avancadas
(CAT, do inglés Committe for Advanced Therapies), criado em 2007, desempenha um papel
importante na supervisdo regulamentar dos ATMPs. O CAT é o principal comité cientifico
responsavel por fornecer recomendacdes cientificas para classificacdo dos ATMPs e pela avaliacdo
da qualidade, seguranca e eficacia destes medicamentos. Este comité tem como principal
responsabilidade preparar um parecer sobre cada pedido de um ATMP submetido a Agéncia
Europeia do Medicamento (EMA, do inglés European Medicines Agency), antes do Comité de
Medicamentos para Uso Humano (CHMP, do inglés Committe for Medicinal Products for Human
Use) emitir um parecer final sobre a concessdo, alteragdo, suspensdo ou revogacdo de autorizacdo
de introducdo no mercado (AIM) para o medicamento em questdo. Deste modo, o CAT é
constituido por uma equipa multidisciplinar com qualificagGes cientificas especificas e experiéncia
relevante nas areas das terapias avancadas (6-9).

A legislacdo da UE acerca dos ATMPs foi elaborada com o intuito de facilitar o acesso a todo o
mercado da UE, garantir uma ampla disponibilidade de produtos aprovados e promover a
competitividade das empresas europeias deste sector, garantindo assim, o nivel mais elevado de
protecdo da saude dos doentes. Em 2019, a Comissdo Europeia publicou as diretrizes sobre as
Boas Praticas Clinicas (GCP, do inglés Good Clinical Practice) especificas para ATMPs. Deste modo,
as entidades reguladoras tém feito esforcos para reduzir os encargos administrativos e adaptar os
requisitos de producgdo as caracteristicas dos ATMPs (1,10).

Apesar das possibilidades Unicas destas terapias, existem alguns desafios a nivel
regulamentar, cientifico, de producdo e de acesso ao mercado, dificultando assim o
desenvolvimento e disponibilidade destas terapias. Um dos principais desafios prende-se com a
heterogeneidade dos mecanismos de acdo destes medicamentos, dado que podem atuar em mais
do que um alvo, podem ter mais do que um agente terapéutico e frequentemente é necessario
estabelecer ensaios de avaliacdo de poténcia terapéutica especificos para o ATMPs em
desenvolvimento. Também a avaliacdo do perfil de seguranca é mais exigente, sendo necessario
avaliar caso a caso para estabelecer quais os estudos a implementar para cada ATMPs em
especifico. Finalmente, é também um grande desafio o estabelecimento de processos de
producdo robustos e economicamente rentdveis que permitam produzir ATMPs seguindo as
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exigentes guidelines de producdo deste tipo de medicamentos. No entanto, é espectdvel que os
ATMPs se afirmem no futuro da medicina, culminando numa abordagem terapéutica mais precisa
e personalizada para cada doente (1,11).

Recentemente, varios indicadores demonstraram uma reducdo da atratividade geral na
Europa pelas companhias farmacéuticas, havendo uma diminuicdo de investimento por parte
destas, impedindo que a Europa acompanhe o ritmo de progressdo de outras regidoes. Apesar da
Europa produzir um elevado numero de publicacdes cientificas na area dos ATMPs, isto ndo se
reflete no numero de ensaios clinicos desenvolvidos nesta drea. Verificam-se duas vezes mais
ensaios clinicos nos Estados Unidos da América (EUA) e quase trés vezes mais na China. Entre
2014 e 2021, o nimero de ensaios clinicos de ATMPs nos EUA e regido da Asia-Pacifico cresceu
70% e 67%, respetivamente. No entanto, a Europa continua a ser um local atrativo para diversas
companhias farmacéuticas realizarem ensaios clinicos para tecnologias mais tradicionais. No caso
das novas abordagens terapéuticas, como os ATMPs, esta atratividade ndo se verifica. Existem
varias opdes que permitem justificar esta falta de atratividade na Europa, tais como a lideranca da
China nos ensaios clinicos de ATMPs tem sido em grande parte impulsionados pelo governo, pois
mais de metade dos ensaios de terapia génica ndo sdo patrocinados pela industria. Os EUA podem
ser favorecidos nos investimentos em ensaios clinicos de ATMPs, dadas as vantagens associadas a
familiarizacdo dos principais lideres de opinido clinica com o pré-lancamento de um novo produto
para apoiar sua rapida aceitacdo pds-comercializacdo. Os novos farmacos normalmente chegam
mais rapidamente ao publico nos EUA do que na Europa (12,13).

Em 2002, o valor do investimento feito pela industria farmacéutica nos EUA e na Europa
divergia em 2 mil milhdes de euros. Em 2020, esta diferenca aumentou em quase 25 mil milhGes
de euros. Do investimento total feito nos EUA, China e Japdo, apenas 31% corresponde ao
investimento feito na Europa. No mesmo periodo, a China apresentou um crescimento de 1% a
8%, nao havendo evidéncia que isto esteja relacionado com a redugdo de investimento na Europa.
Deste modo, a Europa continua a crescer a um ritmo mais lento, apresentando uma participacdo
cada vez menor no investimento farmacéutico global total (13).

As companhias farmacéuticas afirmam que um dos principais fatores que impulsionam a
maioria dos novos investimentos é a localizacdo e o desempenho na pesquisa e desenvolvimento
ou da area de produgdo existente. Normalmente é mais econdmico e eficiente, continuar a
investir num local onde o capital humano, a cultura da empresa, o conhecimento especializado e

a infraestrutura ja se encontram estabelecidos (13).



Assim, para que a Europa comece a competir de forma mais eficaz no que diz respeito ao
investimento nos ATMPs, é necessdrio reconhecer a crescente complexidade destas novas
tecnologias, a precisao cientifica e logistica necessaria para garantir um desenvolvimento eficaz,
producdo de qualidade e entrega a tempo das terapias aos doentes (13).

Neste contexto, a presente dissertacdo tem como principal objetivo realizar uma revisao da
literatura no que diz respeito aos ATMPs, as suas diretrizes legais quer no seu desenvolvimento
guer na sua producdo, a sua importancia e as suas aplicagoes. Para tal, foi efetuada uma pesquisa
bibliografica da literatura disponivel proveniente de websites oficiais (por exemplo, EMA), bases
de dados como o PubMed e livros de referéncia, através das quais foram retiradas as informacées

cientificas mais relevantes para o tema em questao.



2. ENQUADRAMENTO LEGAL DOS ATMPS

Na UE, os medicamentos para uso humano, sdo legislados pela Diretiva 2001/83/CE e pelo
Regulamento (CE) N.2 726/2004 que fornece o enquadramento geral dos ATMPs que se destinam
a ser colocados no mercado dos Estados-Membros da UE. Em 2009, a Diretiva 2009/120/CE veio
atualizar as defini¢cBes e requisitos técnico-cientificos para as terapias avangadas. Alguns ATMPs,
para além de serem regulados pelas guidelines de medicamentos sdo também regulados pelas
guidelines dos dispositivos médicos, uma vez que existem ATMPs combinados com dispositivos
médicos (7,14,15).

Tanto na UE como nos EUA, os ATMPs enquadram-se na legislacdo dos produtos bioldgicos,
sendo a sua classificacdo diferente em ambas as regioes. Nos EUA os ATMPs sdo divididos em dois
grupos, os produtos de terapia génica e os produtos de terapia celular. Na UE, os ATMPs sdo
divididos em quatro grupos — medicamentos de terapia génica, medicamentos de terapia com
células somaticas, produtos de engenharia de tecidos e ATMPs combinados (15).

Na UE os pedidos de ensaios clinicos de ATMPs sdao apresentados individualmente as
autoridades nacionais responsaveis onde o ensaio sera realizado. Os pedidos de AIM de todos os
ATMPs sdo avaliados via procedimento centralizado pela EMA, o que permite que estes
medicamentos beneficiem apenas de uma Unica avaliagdo e autorizacdo para toda a UE e espaco

econémico Europeu (EEE) que inclui a Islandia, Liechtenstein e Noruega (15).






3. AGENCIA EUROPEIA DE MEDICAMENTOS

A EMA, criada pelo Regulamento (CEE) N.2 2309/93 de 22 de julho de 1993, é uma agéncia
descentralizada, com o objetivo de harmonizar a avaliacdo cientifica associada a aprovacao,
producdo e inspe¢do de medicamentos na UE (16—18). Tem como principais responsabilidades a
protecdo da saude humana e animal nos paises do EEE e em toda a UE, através da garantia da
qgualidade, eficacia e seguranca dos medicamentos de uso humano e de uso veterindrio
disponiveis no mercado. E responsavel pela avaliacdo cientifica dos pedidos de AIM e por facilitar
o desenvolvimento e o0 acesso aos medicamentos com o intuito de evoluir as ciéncias médicas e
consequentemente beneficiar a salide dos doentes. Através de uma rede de farmacovigilancia,
consegue monitorizar a seguranga dos medicamentos ao longo de todo o seu ciclo de vida (19).

Todos medicamentos carecem de uma autorizacao antes de serem introduzidos no mercado,
de modo a garantir que estes medicamentos apresentam a qualidade, seguranca e eficacia
necessarias. O pedido de AIM pode ser realizado via procedimento centralizado, procedimento
descentralizado, procedimento de reconhecimento mutuo ou procedimento nacional
(EMA/716925/2016) (20).

O procedimento centralizado, tal como referido anteriormente, permite que o medicamento
seja comercializado em toda a UE apenas com uma Unica avaliagdo e AIM, sendo feito apenas um
pedido de autorizacdo a EMA. O Comité de Medicamentos de Uso Humano realiza uma avaliacdo
cientifica do pedido e emite uma recomendac¢do a Comissao Europeia para a concessdo ou ndo da
AIM. Se for concedida a AIM via procedimento centralizado, a AIM é valida em toda a UE e EEE. A
maioria dos medicamentos inovadores sdo obrigados a utilizar esta via de procedimento para
pedido da AIM (EMA/716925/2016) (20). No procedimento descentralizado as companhias
farmacéuticas podem fazer mais do que um pedido de AIM do medicamento em mais do que um
Estado-Membro da UE em simultdneo, exceto se o medicamento se inserir no ambito do
procedimento centralizado e/ou ja tiver sido autorizado num pais da UE (EMA/716925/2016) (20).
Por outro lado, no caso do procedimento de reconhecimento mutuo, a companhia farmacéutica
ja possui um medicamento autorizado num dos Estrados-Membros da UE e deste modo, pode
pedir que esta autorizagdo seja reconhecida nos restantes paises da UE, enquanto que o
procedimento nacional é realizado quando se pretende que o medicamento seja aprovado
apenas em um Estado-Membro, sendo feito um pedido de AIM apenas as autoridades nacionais

desse pais (EMA/716925/2016) (20,21).



Um dos principais focos das entidades reguladoras, como a EMA, é desenvolver e
implementar estratégias que permitam acelerar o desenvolvimento clinico, assegurando que
estes produtos sdo disponibilizados o mais cedo possivel no mercado e aos doentes sem
comprometer a qualidade, seguranca, eficacia destes produtos. Deste modo, em marco de 2016,
a EMA introduziu o PRlority MEdicines (PRIME), um esquema que visa aumentar o
desenvolvimento de medicamentos que tem como alvo patologias que apresentem elevadas
necessidades médicas para as quais ndo existe resposta, ou seja, para as quais ndo existe opc¢ao
terapéutica, ou medicamentos que podem oferecer uma grande vantagem terapéutica sobre os
tratamentos existentes (22,23).

O PRIME utiliza ferramentas ja existentes na estrutura regulamentar da UE, como é o caso do
aconselhamento cientifico, aprovacao condicional e avaliacdo acelerada. Estas ferramentas
permitem otimizar o desenvolvimento dos medicamentos prioritarios que tém como alvo
patologias para as quais as opcOes terapéuticas sdo limitadas e/ou demonstrem inovacdo
terapéutica (23).

A aprovacdo condicional e a avaliacdo acelerada sdo procedimentos regulamentares que
permitem que o pedido de AIM seja submetido, revisto e aprovado, o mais rapidamente possivel
para que estes medicamentos mais complexos cheguem aos doentes (23).

A EMA apresenta sete comités cientificos responsaveis pela avaliagcdo técnico-cientifica dos
medicamentos ao longo do seu ciclo de vida. Estes comités, desempenham um papel importante
desde as fases de desenvolvimento iniciais dos medicamentos, concessdo da AIM e monitorizacdo
da sua seguranca desde o momento em que sdo introduzidos no mercado. Os comités, grupos de
trabalho e grupos relacionados da EMA s3do compostos por especialistas europeus em diferentes
areas. Cada um dos comités tem as suas proprias regras de procedimento (24,25).

Os comités cientificos da EMA s3o os seguintes (20,24):

= Comité de Medicamentos de Uso Humano;

= Comité de Medicamentos de Uso Veterinario;

» Comité de Medicamentos Orfios (COMP, do inglés Committe for Orphan Medicinal
Products);

= Comité de Medicamentos a base de Plantas;

=  Comité Pediatrico;

=  Comité de Terapias Avancadas;



= Comité de Avaliagdo do Risco em Farmacovigilancia (PRAC, do inglés
Pharmacovigilance Risk Assesssment Committee)
Existem principalmente dois comités responsaveis pela valida¢cdo e avaliacdo cientifica das

terapias avancadas, o CAT e o CHMP (15).

3.1. Comité de Medicamentos de Uso Humano

O CHMP desempenha um papel indispensavel na autorizacdo de medicamentos de uso
humano na UE, de acordo com o Regulamento (CE) N.2 726/2004. Sendo parte da EMA, o CHMP,
elabora pareceres e decisGes através de avaliagGes cientificas, o que |hes permite determinar se
os medicamentos cumprem os requisitos de qualidade, seguranca e eficacia necessarios para a
concessdo da AlM (26).

Este comité é responsavel por realizar a avaliacdo inicial dos pedidos de AIM e considerar as
recomendacBes do PRAC sobre a seguranca dos medicamentos. E também responsavel pela
avaliacdo de possiveis alteracOes relativas aos processos de AIM e, caso seja necessario, pode
recomendar a Comissdo Europeia a suspensdo do medicamento do mercado, sempre que se
verifique que a utilizacdo do medicamento ndo é segura, ou seja, sempre que se verifiqgue uma
relacdo risco/beneficio negativa. Para além disso, o CHMP, elabora guidelines cientificas que
auxiliam os pedidos de AIM pelas companhias farmacéuticas, fornece aconselhamento cientifico
no ambito do desenvolvimento de novos medicamentos e tem um papel na harmoniza¢do dos

requisitos regulamentares em conjunto com parceiros internacionais (26).

3.2. Comité de Terapias Avangadas

O Regulamento (CE) N.2 1394/2007, sobre Medicamentos de Terapia Avancada e que altera a
Diretiva 2001/83/CE e o Regulamento (CE) N.2 726/2004, estabelece regras especificas em relagdo
a autorizacao, fiscalizacdo e farmacovigilancia de ATMPs e também veio instituir a criagdo do CAT
(EMA/CAT/454446/2008 rev. 5)(6).

O CAT consiste num grupo multidisciplinar constituido por 37 membros. Cada um dos
membros é escolhido tendo em conta as suas habilitacdes técnico-cientificas e experiéncia nas
areas que sdo relevantes para as terapias avancgadas. Se o comité considerar necessario pode
ainda recorrer a especialistas adicionais, que ndo pertencem ao comité. Os membros deste
comité sdo nomeados a cada 3 anos, onde também é eleito um presidente pelo mesmo periodo

de tempo (27).



O CAT é responsavel por preparar um parecer sobre a qualidade, seguranca e eficicia de cada
ATMP submetido a EMA para posteriormente ser sujeito a uma aprovacao final pelo CHMP. O
CHMP emite um parecer final sobre a farmacovigildncia e concessao, alteracdo, suspensdo ou
revogacao da AIM emitindo este parecer a Comissdo Europeia, que concede a AIM (6,27).

Para além de colaborar especialmente com o CHMP, o CAT também colabora com outros
comités da EMA, como é o caso do COMP, o PRAC, o Grupo de Trabalho de Aconselhamento
Cientifico (SAWP, do inglés Scientific Advice Working Party), assim como outros grupos de

trabalho (27).
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4. CLASSIFICAGCAO DOS MEDICAMENTOS DE TERAPIA AVANGCADA

Os medicamentos de terapia avancada pertencem a categoria de produtos bioldgicos
inovadores e complexos (15). Permitem tratar ou prevenir doengas, e tém como objetivo
modificar, corrigir ou reconstituir funcoes fisioldgicas através de mecanismos de acdo de natureza
farmacolodgica, imunoldgica ou metabdlica (7).

A primeira etapa do desenvolvimento de um ATMP consiste na sua definicdo e consequente
classificacdo. Deste modo, é importante classificar corretamente o produto num estado inicial de
desenvolvimento, pois determinara qual a legislacdo e recomendacdes a seguir ao longo de todo
o plano de desenvolvimento do produto. O CAT é responsavel por confirmar que um dado
medicamento cumpre os critérios cientificos para ser classificado como ATMP e esclarece a
classificacdo de um determinado produto, sobretudo quando o produto se pode enquadrar em
duas categorias diferentes (15).

De acordo com o Regulamento (CE) N.2 1394/2007 do Parlamento Europeu e do Conselho de

13 de Novembro de 2007 (7), podem ser classificados em:

4.1. Medicamentos de Terapia Génica

Os Medicamentos de Terapia Génica (MTG) sdo medicamentos bioldgicos que contém uma
substancia ativa que inclui ou consiste num acido nucleico recombinante a inserir no corpo,
utilizado com o objetivo de regular, reparar, substituir, adicionar ou suprimir uma sequéncia
genética. Podem apresentar efeito profilatico, de diagndstico ou terapéutico, sendo que este
efeito estd intimamente relacionado com a sequéncia recombinante do 4acido nucleico que
contém ou com o produto resultante da expressao genética da sequéncia (14).

Os MTG incluem vetores virais e ndo virais, que incluem plasmideos de DNA, virus e células
geneticamente modificados. Esta classe de medicamentos ndo inclui vacinas contra doencas
infeciosas. Geralmente s3o utilizados para tratar uma variedade de doencas, incluindo disturbios
genéticos, cancro ou doengas prolongadas (27).

Em 2012, a EMA concedeu a primeira AIM para um MTG, o Glybera®. O Glybera® destinava-se
a doentes com deficiéncia na lipoproteina lipase (LPL, do inglés Lipoprotein lipase) com
pancreatites multiplas ou graves. A deficiéncia na LPL é uma doenca rara autossémica recessiva e
estima-se que afete 1-2 pessoas por milhdo. A alteracdo genética subjacente desta doenca

reflete-se na producdo insuficiente de LPL, enzima responsavel pela hidrélise dos triglicerideos.
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Por se tratar de uma doenca rara o numero de doentes disponiveis para os ensaios clinicos é
muito limitado e deste modo ndo foi possivel obter informacdo completa sobre este
medicamento e por isso a AIM foi concedida em circunstancias excecionais (28,29).

O Glybera® utiliza um vetor viral, o virus adenoassociado (AAV), como veiculo de entrega das
copias funcionais do gene da LPL nas células musculares, permitindo com uma Unica
administracdo a producdo da enzima LPL nas células, reduzindo assim o niumero de crises de
pancreatite e a gravidade da doenca. Antes da introducao deste MTG, o tratamento dos doentes
portadores desta alteracdo genética consistia apenas numa redugdo do aporte lipidico (inferior a
20% da ingestdo caldrica didria), sendo muito dificil de cumprir, resultando em episddios de
pancreatites recorrentes. Em 2017, este MTG foi retirado do mercado por apresentar pouca
evidéncia relativamente aos seus beneficios clinicos (28,30).

Em maio de 2023, existiam 14 MTG aprovados pela EMA, sendo por isso a classe de ATMPs

com mais medicamentos aprovados (31).

4.2. Medicamentos de Terapia com Células Somaticas

Os Medicamentos de Terapia com Células Somaticas (MTCS) sdo medicamentos bioldgicos
gue consistem ou contém células ou tecidos que foram sujeitos a manipulacdo substancial de
modo a alterar as caracteristicas bioldgicas, fisioldgicas ou propriedades estruturais relevantes
para a situacdo clinica em causa, ou células ou tecidos que ndo se destinam a ser utilizados para
as mesmas funcdes no recetor e no dador (7,14,27). De acordo com o Anexo | do Regulamento
(CE) N.2 1394/2007, excluem-se os seguintes procedimentos como sendo manipulagdo substancial
- corte, trituragdo, moldagem, centrifugacdo, imersao em solugdes antibidticas ou
antimicrobianas, esterilizacdo, irradiacdo, separacdo, concentracdao ou purificacdo, filtracdo,
liofilizacdo, congelacdo, criopreservacao e vitrificacdo (7,27).

Os MTCS permitem prevenir, tratar, diagnosticar uma doenca através de uma acdo

farmacoldgica, imunoldgica ou metabdlica das células ou tecidos (14,27).

4.3. Produtos de Engenharia de Tecidos

Os Produtos de Engenharia de Tecidos (PET) contém ou sdo constituidos por células ou
tecidos modificados e tém como finalidade regenerar, reparar ou substituir um tecido humano.
Podem conter células ou tecidos de origem humana ou animal, ou ambos. As células ou tecidos

podem ser viaveis ou ndo viaveis e para além disso, podem conter substancias adicionais como
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produtos celulares, biomoléculas, biomateriais, substancias quimicas, suportes ou matrizes. Os
produtos que contém exclusivamente tecidos ou células ndo viaveis, ou seja, que ndo contém
nenhum tecido ou células viaveis, e que ndo atuam principalmente por acdo farmacoldgica,
imunoldgica ou metabdlica ndo devem ser considerados PET (27).

Os MTCS e os PET podem apresentar componentes semelhantes - células, suportes e matrizes
- no entanto o que diferencia estes medicamentos entre si é a finalidade para os quais sdo
utilizados. Como referido anteriormente, os MTCS sdo utilizados com intencdo de prevenir, tratar
ou diagnosticar uma doenca através de uma ac¢do farmacoldgica, imunolégica ou metabdlica das
células ou tecidos. Os PET, por outro lado, tém como objetivo regenerar, reparar ou substituir o
tecido humano (7).

Podem surgir situacdes em que um produto se enquadre tanto na definicio de MTCS como na
de PET, e de acordo com o artigo 22 do Regulamento (CE) N.2 1394/2007, considera-se como
sendo um PET. Contudo, um produto que possa ser abrangido pela definicio de MTCS, PET ou

MTG, considera-se como sendo um MTG (7).

4.4. Medicamentos de Terapia Avan¢ada Combinados

Os Medicamentos de Terapia Avancada Combinados (ATMPs combinados) incorporam um ou
mais dispositivos médicos, ou um ou mais dispositivos médicos implantaveis ativos, e a sua
estrutura celular ou tecidular contém células ou tecidos - vidveis ou ndo viaveis — que seja
suscetivel de atuar no corpo humano através de um modo de ag¢do que possa considerar-se
principal em relacdo aos referidos dispositivos. Um produto que contenha células ou tecidos
vidveis, a acdo farmacoldgica, imunoldgica ou metabdlica dessas células ou tecidos deve ser
considerada como o principal modo de a¢do do produto (7,27).

Um dispositivo médico, de acordo com a Diretiva 90/385/CEE de 20 de junho de 1990, é
gualquer instrumento, aparelho, equipamento, material ou outro artigo utilizado isoladamente ou
combinado, incluindo os acessérios e suportes logicos necessarios para o seu correto
funcionamento. Estes dispositivos sdo destinados pelo fabricante para serem utilizados em seres
humanos com finalidade de diagndstico, prevencdo, controlo, tratamento ou atenuacdo de uma
doenca ou lesdo. Também podem ser utilizados com a finalidade de estudo, de substituicdo ou
alteracdo da anatomia ou de um processo fisioldgico e de controlo da concecdo. O efeito principal
pretendido ndo é atingido por meios farmacoldgicos, quimicos, ou imunoldgicos ou por

metabolismo, no entanto a sua atuacdo pode ser apoiada através destes (32).
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Por outro lado, um dispositivo médico implantdvel ativo refere-se a qualquer dispositivo
médico ativo, ou seja, qualquer dispositivo cujo funcionamento depende de uma fonte de energia
elétrica ou de outra fonte de energia diferente da gerada diretamente pelo corpo humano ou pela
acdao da gravidade, que seja concebido para ser total ou parcialmente introduzido no corpo
humano através de uma interven¢ao médica ou cirurgica (32).

Os ATMPs combinados representam apenas 1% de todos os ATMPs em desenvolvimento na
UE. Por exemplo, o NT-501 é um AMTP combinado que consiste em células epiteliais pigmentadas
da retina humana encapsuladas que foram geneticamente modificadas para libertar doses
terapéuticas de fator neurotréfico ciliar (CNTF, do inglés Ciliary Neurotrophic Factor) na parte
posterior do olho. As células sdao encapsuladas num implante intravitreo (dispositivo médico), que
consiste numa capsula externa semipermeavel, onde o crescimento celular ocorre de forma
controlada, assim como a libertagao de CNTF em doses efetivas (Figura 4.1) (33).

Em 2012, a EMA classificou este implante como um medicamento 6rfao para o tratamento da

telangiectasia macular tipo 2 e em 2013 para o tratamento da retinite pigmentosa (33)

/1§ Membrana

Moléculas e
células do
sistema
imunitario

Figura 4.1 - llustra¢do esquematica do implante NT-501, adaptado de (34). O implante é composto por uma
membrana semipermedvel que contém células que libertam o fator neurotrofico ciliar (CNTF). A cdpsula da
membrana é fechada nas extremidades, sendo que uma das extremidades apresenta um clip de sutura para se poder
fixar na esclera (A). A membrana permite a difusdo de oxigénio e nutrientes, assim como a difusdo do CNTF para fora
das células (B). O implante encontra-se fora do eixo visual do olho quando ancorado a esclera (C).
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5. ATMPs — REGULAMENTACAO E DESENVOLVIMENTO PRE-CLINICO
E CLINICO

A complexidade inerente dos ATMPs dificulta a criagdo de uma estratégia regulamentar
universal para a avaliacdo do risco, uma vez que os riscos podem diferir de acordo com o tipo de
produto, das caracteristicas/natureza das matérias-primas e do nivel de complexidade do
processo de producdo. Assim, cada novo ATMP desenvolvido é muito distinto e especifico,
comparativamente com outros produtos ja existentes (35).

Em reconhecimento das dificuldades Unicas associadas ao desenvolvimento dos ATMPs, as
autoridades regulamentares publicaram varias guidelines relacionadas com a qualidade,
desenvolvimento pré-clinico e clinico dos ATMPs, de modo a auxiliar o desenvolvimento destes
produtos. A Diretiva 2009/120/CE veio introduzir uma abordagem baseada no risco (RBA, do
inglés risk-based approach) para estes produtos, permitindo justificar aspetos especificos
relacionados com os produtos e populacdo de doentes, assim como com o tipo e extensdo dos
dados incluidos na AIM relacionados com a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos (22).

A RBA foi desenvolvida de modo a melhorar a qualidade dos medicamentos de uma forma
eficiente, reduzindo custos com o desenvolvimento e eliminando riscos inesperados. Esta
metodologia centra-se na monitorizacdo continua dos riscos e fatores de risco, identificando
precocemente 0s riscos, o que permite controld-los e minimiza-los no contexto da gestao do risco
(36).

A EMA define os riscos como efeitos adversos que causam preocupacdo nos doentes e a
terceiros, sendo que estes efeitos estdo relacionados com a utilizacdo clinica do medicamento. As
caracteristicas quantitativas e/ou qualitativas do produto que contribuem para um risco
especifico, sdo definidas como um fator de risco. Durante o desenvolvimento dos ATMPs, a
detecdo dos riscos deve iniciar-se numa fase inicial e continuar durante todo o desenvolvimento
dos ATMPs, de modo a prevenir e/ou minimizar os riscos associados (EMEA/149995/2008
rev.1)(36,37).

Frequentemente os ATMPs sdo desenvolvidos em meio hospitalar, académico ou pequenas
empresas de biotecnologia e por isso estdo sujeitos a sistemas de qualidade diferentes daqueles
gue sdo normalmente exigidos na producdo dos medicamentos convencionais (35). A EMA
recomenda que os planos de desenvolvimento e os requisitos de avaliacdo de risco sejam
ajustados caso a caso para cada produto pois existem inumeras fontes de variabilidade, e por isso

a RBA deve incluir todo o processo de producdo, avaliacdo pré-clinica e clinica do produto (38).
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5.1. Medicamentos de terapia celular e engenharia de tecidos

5.1.1. Produtos a base de células
5.1.1.1. Desenvolvimento pré-clinico de medicamentos a base de células

Durante o desenvolvimento de medicamentos a avaliagdo pré-clinica é fundamental, ndo
sendo excecdo no caso dos produtos a base de células. Estes estudos tém como objetivo
demonstrar a prova de conceito (PoC, do inglés Proof-of-Concept) e antecipar tanto os efeitos
farmacoldgicos como os toxicologicos, para posteriormente estes dados serem utilizados para a
autorizacdo do ensaio clinico. Devem permitir estabelecer as doses terapéuticas, via de
administracdo, a biodistribuicdo das células, toxicidade e potenciais efeitos secundarios e
demonstrar a variabilidade dos produtos a base de células (EMEA/CHMP/410869/2006)
(22,38,39).

Como qualquer estudo pré-clinico, estes podem incluir dados obtidos in vitro, como a
avaliacdo da estabilidade genética de células a transplantar através da analise do caridtipo, e
devem também ser desenvolvidos em modelos animais relevantes, ou seja, que
caraterizem/mimetizem devidamente a doenca em seres humanos. Quando possivel, estes
estudos devem ser realizados em dois modelos animais diferentes, idealmente de espécies
diferentes (um roedor e um n3o roedor) (EMA/CHMP/ICH/731268/1998). E recomendavel que se
consulte as autoridades relevantes, como por exemplo a EMA, durante a selecdo das espécies
para estes estudos, particularmente quando se trata de estudos de seguranca. No entanto,
guando os estudos in vivo ndo sdo passiveis de serem realizados, devido a auséncia de um modelo
animal da doenca ou quando existem diferencas fisioldgicas que limitam o valor preditivo do
modelo animal, podem ser substituidos por estudos in vitro. Independentemente do modelo
animal escolhido, deve-se ter sempre em consideragdo as limitagdes do modelo e a informacao
relevante que o modelo pode fornecer EMEA/CHMP/410869/2006) (38,40).

Os problemas de seguranca dos produtos a base de células estdao sobretudo relacionados
com a origem e manipulacdo das células. Por exemplo, deve-se monitorizar a potencial
transformacdo maligna no caso das células estaminais, o que se justifica pela capacidade destas
células se diferenciarem em células de diferentes linhagens e por frequentemente serem obtidas
de fontes de células estaminais com pluripoténcia celular. E também preciso monitorizar a
rejeicdo imunoldgica as células transplantadas no caso de células xenogenéticas e alogénicas,
monitorizando a rejeicdo a longo prazo e avaliando eventuais reacfes inflamatdrias que possam
afetar a saude do individuo transplantado (EMEA/149995/2008 rev.1) (37,39).
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5.1.1.2. Desenvolvimento clinico dos produtos a base de células

Apds a conclusdo dos estudos pré-clinicos da PoC em modelos in vitro e in vivo, inicia-se o
desenvolvimento clinico (EMEA/CHMP/410869/2006) (38).

A seguranca geral do medicamento experimental é testada na Fase | do ensaio clinico
(primeira vez testado em humanos), de seguida na Fase Il é avaliada a seguranca relacionada com
a dose e PoC do mecanismo terapéutico (eficacia inicial) e posteriormente na Fase Ill confirma-se
a eficacia (Figura 5.1). Os dados obtidos durante o ensaio clinico sdo fundamentais para o pedido
de AIM, e caso a autorizacdo seja concedida pode ser necessario realizar estudos adicionais pds-
autorizacdo para consolidar a evidéncia da relacdo positiva risco/beneficio e manter a AIM
(22,41).

No caso dos ATMPs, a maioria dos ensaios de Fase |, sdo realizados numa pequena
populacdo alvo de doentes por motivos éticos. Frequentemente, sdo realizados estudos de Fase
I/l em simultdneo, nos quais se avalia simultaneamente a seguranca e a eficacia inicial do
produto (Figura 5.1). Posteriormente na Fase lll, sdo recolhidos dados adicionais de seguranca e
eficacia que permitem demonstrar que o ATMP em estudo apresenta um efeito terapéutico
benéfico (5,22,42).

Os medicamentos a base de células devem incluir estudos farmacodinamicos e
farmacocinéticos, estudos de mecanismo de acdo, determinacdo da dose e ensaios clinicos
aleatorizados. Caso se justifique, podem ser consideradas abordagens alternativas entre a Fase
I/1ll dos ensaios clinicos tendo em conta as caracteristicas bioldgicas inerentes destes produtos.
Os estudos pré-clinicos relevantes, assim como, a experiéncia clinica prévia pode ser utilizados
para a demonstrar a PoC e os limites significativos para a avaliacdo da seguranca e eficacia

(EMEA/CHMP/410869/2006) (38,42).
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Figura 5.1 - Desenvolvimento de medicamentos da fase pré-clinica até a fase clinica, adaptado de (22). O
desenvolvimento de um medicamento engloba varias etapas distintas que tém como objetivo demonstrar a
qualidade, seguranga e eficacia do medicamento. Para se poder iniciar um estudo é necessario um pedido de
autorizagdo de ensaio clinico (AEC). (A) Normalmente, os estudos iniciais de um medicamento iniciam-se em
voluntarios sauddveis e podem envolver a avalia¢do inicial da seguranca geral do medicamento na Fase | dos ensaios
clinicos (primeira vez em humanos), de seguida é realizada uma avaliagdo de seguranca relacionada com a dose e
prova de conceito (PoC, do inglés Proof-of-Concept) do mecanismo de agdo (eficdcia inicial) durante a Fase Il do
ensaio clinico e por fim, na Fase Ill do ensaio clinico é feita a confirmagdo da eficicia. (B) A maioria dos ensaios
clinicos de ATMPs, por motivos éticos, ndo sio realizados em voluntarios saudaveis. Hd combinacgio da Fase I/l dos
ensaios clinicos para avaliar a seguranga e a eficacia inicial, sendo a eficacia confirmada na Fase lll. Os dados obtidos
durante os ensaios clinicos sdo utilizados para apoiar o pedido de AIM a EMA. Se o pedido de AIM for concedido, os
dados de seguranca pds-autorizacdo e/ou evidéncias reais podem ser necessarios para manter a autoriza¢gdo no
mercado (AM).
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Os métodos de administracdo destes produtos podem ser muito particulares e pode ser
necessario recorrer a tratamentos concomitantes para obter o efeito terapéutico desejado. Os
efeitos bioldgicos podem ser influenciados pelo sistema imunitario do doente, visto que o efeito
destes produtos é altamente dependente do ambiente in vivo. Deste modo, é importante que o
desenvolvimento clinico inclua a padronizagdo e otimizacdo destes produtos
(EMEA/CHMP/410869/2006) (38).

Apesar de muitas vezes o mecanismo de acdo nao ser completamente conhecido ou ser
multifatorial, devem ser conhecidos os principais efeitos indesejaveis do produto em estudo. Para
avaliar a atividade farmacodindmica destes produtos, os ensaios efetuados vdo depender do
propdsito da terapia em causa e podem ser utilizadas varias técnicas de microscopia, histologia e
de atividade enzimatica. Para além disso, quando algum produto a base de células inclui um
componente ndo celular deve ainda ser avaliado quanto a sua compatibilidade, taxa de
degradacdo e funcionalidade (EMEA/CHMP/410869/2006) (38,43).

Por norma, para a avaliacdo da atividade farmacocinética os estudos convencionais de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo (ADME) ndo sdo relevantes, nem aplicaveis, aos
produtos a base de células. S3o particularmente importantes estudos que monitorizem a
viabilidade, proliferacdo, diferenciacdo, distribuicdo corporal e funcionalidade durante a
viabilidade pretendida do ATMP em estudo (EMEA/CHMP/410869/2006) (38,44).

A determinacdo da dose deve ser baseada na poténcia e nas evidéncias obtidas durante o
desenvolvimento do ATMP. Frequentemente, nestes medicamentos a dose estd relacionada com
as caracteristicas individuais de cada doente e do estadio da doengca em que o doente se
encontra, no entanto, a dose deve ser sempre baseada nas evidéncias cientificas obtidas durante
a Fase I/1l dos ensaios clinicos. Estes estudos sdo desenhados com o objetivo de identificar qual a
dose mais baixa para se obter o efeito terapéutico (dose minima efetiva) ou um intervalo de dose
efetiva 6tima definida como o intervalo de dose necessaria para obter o efeito pretendido com
base nos resultados clinicos para a eficacia e tolerabilidade (EMEA/CHMP/410869/2006) (38,45).

Durante o desenvolvimento e fase pds-comercializacdo, deve-se ter especial atencdo a
infecOes, respostas do sistema imunitario, transforma¢Ges malignas e tratamentos
concomitantes. No geral, nos produtos a base de células pode ser necessario a realizacdo de
estudos farmacoepidemioldgicos a longo prazo para a avaliar a seguranca e eficacia dos mesmos,
sobretudo nos produtos em que ¢é expectdvel uma Vviabilidade a longo prazo
(EMEA/CHMP/410869/2006) (38).
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5.1.2. Produtos a base de células xenogenéticas

A terapia a base de células xenogenéticas consiste na utilizacdo de preparagdes de células
ou tecidos animais viaveis como substancia ativa que foram obtidas de um individuo de uma
espécie diferente. Estas terapias podem ter varias finalidades, tais como a implantacdo/ perfusao
num recetor/hospedeiro humano ou tratamento extracorporal através do contato de células
animais (ndo humanas) com fluidos, tecidos ou 6rgdaos humanos. Tém como objetivo a
reconstituicdo das funcdes das células/ tecidos/ 6rgaos, sendo que o gendtipo e/ou fendtipo das
células pode ter sido modificado previamente através de tratamento farmacoldgico, combinacao
com matrizes, isolamento, cultura ou expansado (EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009) (46).

A Guideline on xenogeneic cell-based medicinal products
(EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009) foi desenvolvida de modo a complementar a Guideline on
human cell-based medicinal products (EMEA/CHMP/410869/2006), fornecendo consideragdes
gerais para o desenvolvimento e avaliacdo de produtos a base de células xenogenéticas. Os
critérios e principios gerais para a avaliacdo do risco definidos na Guideline on human cell-based
medicinal products (EMEA/CHMP/410869/2006) também se aplicam aos medicamentos a base de
células xenogenéticas, no entanto existem algumas consideracdes especificas destes
medicamentos que devem ser examinadas, nomeadamente a gestdo do risco da transmissao de
novas doencas infeciosas na populacdo em geral através da adaptacdo de agentes infeciosos,
conhecidos ou ndo, num hospedeiro imunocomprometido. Para além disso, existe o desafio de
manter fungdes e sobrevivéncia das células xenogenéticas a longo prazo, assim como o risco de
rejeicdo destas células e/ou tecidos animais (EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009)(38,46,47).

Apesar dos riscos associados a estes produtos a base de células, estes podem ser
minimizados através da escolha cuidadosa de animais doadores, processo de producdo
reprodutivel, testes pré-clinicos e clinicos, e programas de gestdo do risco. A avaliagdo do risco
deve ter em consideracdo as caracteristicas especificas do produto, sendo que este deve ser
também avaliado do ponto de vista da saude publica e do meio ambiente
(EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009) (46).

Os tecidos e/ou células utilizados nos produtos a base de células xenogenéticas podem ser
obtidos a partir de animais modificados geneticamente (transgénicos ou knock-out) ou através de
alteracdes genéticas ex vivo. Os animais modificados geneticamente devem ser totalmente
caracterizados. Relativamente a este ultimo ponto um dos fatores a ter em consideragdo é

analise do risco potencial que o medicamento representa para o meio ambiente, nomeadamente
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o uso de organismos/células geneticamente modificadas e a necessidade da implementagdo da
Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of medicinal products containing genetically
modified cells (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) sobre qualidade, aspetos ndo clinicos
e clinicos de medicamentos contendo células geneticamente modificadas
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1) (46).

A avaliacdo do risco ambiental é sobretudo relevante para células humanas geneticamente
modificadas através de vetores virais e MTG contém/ consistem em vetores AAV. Os AAV n3o
estdo associados a nenhuma doenca em humanos ou animais, e sdo incapazes de se replicar,
exceto quando célula esta co-infetada com um virus helper. Na presenca de um virus helper
ocorre infecdo produtiva dos AAV, caracterizada por replicacdo do genoma, expressdo de genes
virais e producdo de virides (48,49).

Apesar das células humanas sobreviverem apenas no corpo humano ou em condices de
cultura in vitro que lhes sdo favoraveis, quando um medicamento experimental é constituido por
células humanas modificadas geneticamente através de vetores virais (por exemplo,
retro/lentivirais ou AAV), podem apresentar riscos para o meio ambiente e para a saude publica,
pois podem conduzir a presenca ou geracao de um agente viral infecioso para o meio ambiente.
Deste modo, os medicamentos que contém células modificadas geneticamente com recurso a
vetores AAV, devem demonstrar a auséncia/ risco insignificante da formacdo de virus
competentes e quando sdo utilizados virus helper na producdo, o produto acabado ndo pode
conter estes virus. Por outro lado, quando sdo utilizados vetores retro/lentivirais os requerentes
devem também demonstrar a auséncia/ risco insignificante da formacdo de virus competentes e
ainda, demonstrar que as particulas virais do vetor retro/lentiviral foram reduzidas a
concentragoes insignificantes no produto acabado. Quando estas situa¢cGes sdo asseguradas, ndo

sdo identificados riscos para o meio ambiente e saude animal (48).

5.1.2.1. Desenvolvimento pré-clinico de produtos a base de células xenogenéticas

O desenvolvimento pré-clinico de produtos a base de células xenogenéticas, tal como
noutros produtos a base de células, devem ser realizados sempre que possivel, em modelos
animais relevantes. Podem ser realizados estudos entre espécies diferentes, dependendo do
objetivo do estudo (EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009) (46).

Um dos principais problemas relacionados com este tipo de produtos é a migracdo e

proliferacdo das células xenogenéticas no hospedeiro, por isso devem ser realizadas técnicas
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histopatoldgicas em animais e testes complementares adequados, que permitam identificar
especificamente as células xenogenéticas e estabelecer o seu perfil de migracdo. Contudo é
frequente existirem diferencgas significativas no comportamento de uma mesma fonte de células
em espécies diferentes (EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009) (46,50).

A realizacdo de estudos toxicologicos vai depender do produto em causa, uma vez que 0s
estudos convencionais frequentemente ndo sdo apropriados (EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009).
Por exemplo, no desenvolvimento de terapias celulares para utilizagdo no sistema nervoso é
frequente avaliar a resposta inflamatadria e a toxicidade neuronal do medicamento (46,51).

E também expectavel que este tipo de terapia induza uma forte resposta imunitaria no
hospedeiro quando as células do hospedeiro interagem com as células xenogenéticas, por isso se
for relevante para o produto em questdo, devem ser realizados estudos que avaliem a resposta
imunitaria do hospedeiro na auséncia e também presenca de imunossupressao (46,50).

Na auséncia de terapéuticas de imunossupressao, o transplante de tecidos ou células ndo
autodlogas, induz uma resposta imunitaria no hospedeiro, conduzindo rapidamente a falha e
rejeicdo do transplante. De modo a ultrapassar a rejeicdo imunoldgica, tém sido realizados
estudos com recurso ao encapsulamento das células. O encapsulamento permite modular a
atividade do sistema imunitario, ou seja, permite manter as células isoladas da resposta
imunitaria do hospedeiro, através de uma membrana semipermeavel. Esta membrana permite a
difusdo de gases e nutrientes, mas nao das células do sistema imunitario do hospedeiro (52,53).

Devido a complexidade da tecnologia envolvida no desenvolvimento das capsulas e nas
dificuldades encontradas para evitar respostas imunitarias desencadeadas pelos seus
constituintes (por exemplo, polimeros, células e vetores de DNA), ainda ndo existe nenhum
produto baseado na tecnologia de encapsulamento disponivel no mercado (53).

Os estudos imunoldégicos podem ser relevantes quando se recorre ao encapsulamento das
células, para melhorar a compatibilidade das células animais com as do hospedeiro, uma vez que
permitem avaliar a integridade do encapsulamento (EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009) (46).

Se possivel, devem ser estudados os mecanismos subjacentes responsaveis pela rejeicdo
ou perda de funcdo (46). Isto é particularmente importante porque a resposta imunoldgica e

inflamatdria representa um risco para a qualidade de vida do individuo transplantado (54,55).
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5.1.2.2. Desenvolvimento clinico de produtos a base de células xenogenéticas

O desenvolvimento clinico de produtos baseados em células xenogenéticas, inicialmente
deve ser realizado em doentes portadores de doencas graves ou que apresentem risco de vida e
para os quais ndo estdo disponiveis terapias alternativas, ou quando existe um potencial beneficio
clinicamente relevante (EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009) (46).

Nos estudos farmacocinéticos deve ser caracterizada a distribuicdo, proliferacdo e
sobrevivéncia das células xenogenéticas, assim como as suas interacdes com os tecidos do
hospedeiro. Os métodos e a duracdo da avaliagio devem ser justificados
(EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009). Os estudos da dose e os estudos de eficacia sdo realizados de
acordo com os mesmos principios da Guideline on human cell-based medicinal products
(EMEA/CHMP/410869/2006) (38,46).

No que diz respeito a farmacovigilancia, deve-se considerar as caracteristicas especiais
deste tipo de medicamentos, assim como os riscos individuais de cada produto e a utilizacdo
terapéutica proposta. Assim, deve-se considerar potenciais infecdes por agentes patogénicos, o
desenvolvimento de doencas malignas e efeitos adversos a longo prazo (46). O plano de
farmacovigilancia deve contemplar um plano que garanta a detecdo, avaliacdo e prevencdo de
reacGes adversas permitindo uma rapida identificacdo de ligacGes epidemioldgicas e dados para

avaliacdo da seguranca a longo prazo da terapia (EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009) (46).

5.1.3. Produtos a base de células estaminais

Os produtos a base de células incluem os produtos a base de células estaminais, sendo
estes produtos muito promissores na area das terapias celulares no tratamento de vdrias
patologias, incluindo doencas metabdlicas, degenerativas e inflamatdrias. Adicionalmente
constituem uma inovacgdo na reparacao e regeneracdo de tecidos (EMA/CAT/571134/2009) (56).

Estes produtos representam um espectro diverso de diferentes produtos a base de células,
para os quais existe um grau variadvel de conhecimento cientifico e experiéncia clinica disponivel,
uma vez que esta classe de produtos ndo é homogénea. Apesar das células estaminais
partilharem algumas caracteristicas, cada tipo de célula estaminal tem uma capacidade de
autorrenovacao (ou seja, capacidade de originar células-filhas mantendo o seu estado de
diferenciacdo), migracdo e diferenciacdo que pode ser muito diferente (EMA/CAT/571134/2009)
(56,57).
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As células estaminais podem ser classificadas de acordo com a sua origem e poténcia, ou
seja, diversidade de diferentes tipos de células que podem originar apds diferenciacdo (Figura
5.2). Podem ser classificadas em totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes, de
acordo com a sua poténcia. As células estaminais totipotentes podem originar qualquer tipo de
célula das trés camadas germinativas e estruturas de suporte necessarias ao desenvolvimento
embrionario, como a placenta e corddo umbilical. As células estaminais pluripotentes apds
diferenciacdo conseguem originar todas as células das trés camadas germinativas, no entanto ndo
permitem originar estruturas extraembriondrias, sendo as células estaminais embrionarias um
exemplo deste tipo de células. As células estaminais multipotentes ja estdo comprometidas a uma
das camadas germinativas e por isso sO conseguem originar células dessa camada. As células
estaminais unipotentes apenas conseguem originar um tipo de células. A identificacdo e
caracterizacdo das células estaminais pode ser feita através da sua capacidade de autorrenovacao
(proliferacdo) e expressdo de marcadores especificos, que por exemplo, podem indicar o tipo de
célula, pluripoténcia e linhagem celular (EMA/CAT/571134/2009) (56-58).

E crucial que os estudos pré-clinicos e clinicos sejam bem definidos e caracterizados, dada
a plasticidade e diferencia¢do destes produtos. Assim, os produtos a base de células estaminais
devem ser produzidos através de um processo de fabrico robusto que garanta que o produto final

é reprodutivel e consistente (EMA/CAT/571134/2009) (51,56).

24



-

Ovulo Espermatozoide ()
Células
estaminais

totipotentes CULTURA DE CELULAS l

Zigoto

Morula /
Blastocisto

g 0.8
(e 2p 3

Células estaminais - L
pluripotentes induzidas
(iPSCs)

.
.l :-,’. -.
'- -..

© =

Células somdticas

Célulaseshmlmls
embriondrias (ESCs)
o ._Y
O AUTO-RENOVAdo P ~ o
CRir )
\ L Co ®
Células estaminais

pluripotentes .

CELULAS
ESTAMINAIS
MULTIPOTENTES

—®

Ectoderme
(sistema
nervoso, pele)

~@

Mesoderme
(musculo,
sangue, 0ss0s,
cartilagem,
rins)

Endoderme
(pulmdes,
intestino,

figado,
pancreas)

L

ik
ik

CELULAS
DIFERENCIADAS

Neurénios

Cardiomiécitos

2
g |

Eritrécitos

()

Hepatécitos

Células pancreaticas

beta

TERAPIAS DE
SUBSTITUICAO CELULAR

MODELOS 2D/ 3D DE
DOENCA HUMANA

Figura 5.2 — Fontes de células estaminais disponiveis para as terapias a base de células estaminais, adaptado de (57). As células estaminais podem ser classificadas de
acordo com a sua origem e poténcia. As células estaminais totipotentes podem originar todos os tipos de células presentes no organismo e as estruturas de suporte
necessarias para o desenvolvimento do embrido. As células estaminais pluripotentes também tém a capacidade de originar todos os tipos de células presentes no organismo,
ou seja, conseguem originar células da ectoderme, mesoderme ou endoderme, no entanto ndo conseguem originar as estruturas de suporte para o desenvolvimento
embrionadrio. As células estaminais multipotentes sdo células um pouco mais diferenciadas e por isso apenas conseguem originar células de uma das camadas germinativas
(endoderme, mesoderme ou ectoderme). As células totipotentes estdo presentes na morula apds a fertilizacdo enquanto as células estaminais pluripotentes podem ser
obtidas por reprogramacdo das células somaticas em células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglés induced pluripotent stem cells) ou podem ser obtidas da
camada mais interna do blastocisto (células estaminais embrionarias. As células estaminais pluripotentes podem ser induzidas em células estaminais multipotentes e células
mais especializadas, servindo como modelos de doengas humanas 2D e 3D e terapias de substitui¢ao celular.

Ve
[\l



5.1.3.1. Desenvolvimento pré-clinico de produtos a base de células estaminais

Idealmente, os testes pré-clinicos devem ser realizados em modelos animais de
doenca relevantes, no entanto, a disponibilidade destes modelos pode ser limitada. Pode ser
necessario utilizar modelos animais de maiores dimensdes, em situacdes em que o tamanho,
fisiologia ou sistema imunitdrio é relevante para o efeito clinico em estudo
(EMA/CAT/571134/2009) (56). Por exemplo, os medicamentos que sdo destinados a aplicar
no sistema nervoso, é necessario utilizar primatas ndo humanos, como os macacos rhesus
(Macaca mulatta). Isto deve-se ao facto de o cérebro humano apresentar uma maior
complexidade comparativamente ao cérebro dos roedores, e por isso é necessario utilizar
modelos animais mais complexos (59).

Este tipo de produtos apresenta um risco inerente de formacdo de tumores,
nomeadamente aquando da utilizacdo de fontes de células provenientes de células
pluripotentes, sendo que as condi¢Ges de cultura podem influenciar significativamente a
estabilidade gendmica destas células. Assim as células devem ser avaliadas em relagdo a
estabilidade cromossémica e formacdo de tumores antes de serem testadas clinicamente.
Para testar a formagdo de potenciais tumores e/ou teratomas, um tipo de tumor benigno,
deve-se utilizar um modelo animal imunocomprometido ou um modelo animal humanizado
(por exemplo, com um sistema imunitario humanizado), uma vez que os imunossupressores
podem influenciar a formacdo de tumores. E também importante a utilizacio de modelos
animais ndo roedores para avaliacdo da estabilidade gendmica das células, porque dada a
sua esperanca média de vida (< 3 anos) torna dificil a avaliacdo deste parametro. Por outro
lado, um modelo animal que apresente um sistema imunitario imunocompetente vai
rejeitar/matar as células estaminais humanas administradas, conduzindo a falta de efeito
terapéutico e a um falso resultado negativo (EMA/CAT/571134/2009) (51,56,57).

A utilizacdo clinica de células estaminais que sdo sujeitas a uma elevada manipulagdo
in vitro ndo é aconselhada (EMEA/CHMP/410869/2006) (38).

A biodistribuicdo é altamente dependente da via de administracdo ou local de
implantacdo, e por isso os estudos pré-clinicos de biodistribuicdo sdo muito importantes e
devem ter em consideracdo os processos de migracao, diferenciacdo e persisténcia das

células (EMA/CAT/571134/2009) (56,60).
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5.1.3.2. Desenvolvimento clinico de produtos a base de células estaminais

Antes da administracdo em humanos, devem existir evidéncias pré-clinicas que
comprovem a PoC e a seguranca do produto em dois modelos animais, sendo isto
particularmente importante quando as células foram extensamente manipuladas ex vivo ou
guando é proposta uma administragdo sistémica (EMA/CAT/571134/2009) (56).

Nos ensaios clinicos deve ser possivel demonstrar a segurancga e eficacia do produto,
assim como fundamentar o mecanismo de a¢do (EMA/CAT/571134/2009) (51,56).

No momento de administracdo das células estaminais, estas podem encontrar-se em
varios estadios de diferenciacdo, sendo por isso importante selecionar biomarcadores que
permitam determinar o estadio de diferenciacdo das células no momento de administracao
do doente, de modo a definir corretamente a populacdo de células necessaria para obter o
efeito pretendido in vivo, assim como facilitarem a monitorizagdo in vivo apds a
administracdo (56).

A presenca de células estaminais em locais diferentes daqueles que sdo pretendidos
deve ser investigada. Durante a fase pré-clinica deve-se abordar o efeito de diferentes
procedimentos de administracdo, doses/ numero de células e que posteriormente devem
ser confirmados durante os estudos clinicos (EMA/CAT/571134/2009) (56).

Neste tipo de ATMPs é necessario avaliar a dose a administrar, a frequéncia de
administracdo, a via de administracdo, e no que respeita ao tratamento do cérebro é
também necessario estabelecer as coordenadas estereotaxicas do local da administracdo e,
0 tempo necessario para atingir o resultado clinico. No entanto, devido ao potencial de
proliferacdo que estas células apresentam, o nimero de células pode aumentar apds a
administracdo, sendo necessario avaliar e monitorizar este fator (EMA/CAT/571134/2009)
(56,61).

Relativamente a dose a administrar, sempre que possivel deve-se determinar a dose
minima efetiva. Quando ndo é possivel determinar a dose, por exemplo porque a
administracdo deve ser realizada numa regido anatdmica delicada (por exemplo, sistema
nervoso central), pode ser realizado um ensaio clinico com uma dose que apresente efeito
terapéutico. Este efeito terapéutico deve ser justificado tendo em conta evidéncias pré-

clinicas (EMA/CAT/571134/2009) (56,62).
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Alguns tipos de células estaminais, como as células estaminais embrionarias e as
células estaminais pluripotentes induzidas, tém a capacidade de formar teratomas. Quando
ocorre formacgao de tumores, deve ser investigada a causa, ou seja, se foi devido ao produto
administrado ou devido a formacdo enddgena (EMA/CAT/571134/2009) (56,63).

Nos primeiros estudos realizados em humanos, pode ser necessdrio estabelecer
limites de seguranca especificos com base em principios tedricos, de modo detetar

precocemente potenciais efeitos toxicos no produto final (EMA/CAT/571134/2009) (56).

5.1.4. Imunoterapia a base de células

No caso da imunoterapia, na qual sdo utilizadas células com o objetivo de tratar os
doentes através da estimulacdo do préprio sistema imunitario do doente, existem outras
consideracOes a ter em conta para além das guidelines dos produtos a base de células
(EMA/CHMP/BWP/271475/2006 rev.1) (64).

A imunoterapia é muitas vezes utilizada no tratamento de doengas oncoldgicas,
onde a resposta imunitdria é direcionada a antigénio(s) especifico(s) do tumor/associados ao
tumor e que vdo conduzir a destruicdo das células tumorais. Estas interagGes entre o sistema
imunitario e as células tumorais constituem uma abordagem complexa, cujos mecanismos
de acdo muitas vezes ndo sdo totalmente compreendidos. Frequentemente, dada a
complexidade dos produtos de imunoterapia, estes ndo podem ser totalmente
caracterizados. No entanto, tal como outros medicamentos bioldgicos, é importante e
necessario determinar a poténcia (ou seja, medida quantitativa da atividade bioldgica)
destes produtos, utilizando testes in vivo ou in vitro (EMA/CHMP/BWP/271475/2006 rev.1)
(64,65).

De modo acordo com a Guideline on potency testing of cell based immunotherapy
medicinal products for the treatment of cancer (EMA/CHMP/BWP/271475/2006 rev.1), nos
resultados de um ensaio de poténcia deve-se conseguir obter resultados que garantam que
a quantidade de substancia ativa é suficiente para induzir uma resposta significativa, e que
esta quantidade é reprodutivel de lote para lote. Assim, o ensaio deve ser capaz de detetar
alteragdes clinicamente significativas na quantidade de substancia ativa numa dose de
produto. Contudo, ndo ¢é facil determinar a atividade biolégica nos produtos de

imunoterapia, uma vez que a substancia ativa é constituida por células completas e a
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atividade destes produtos ndo pode ser atribuida Unica e exclusivamente a uma
caracteristica celular. Por isso, os ensaios de poténcia para estes produtos sdo baseados em
mecanismos imunoldgicos complexos (EMA/CHMP/BWP/271475/2006 rev.1) (64).

Pode ser necessario desenvolver varios ensaios de poténcia em paralelo, sendo que
estes devem ser adequados e iniciados o mais rapido possivel. Estes ensaios devem ser
validados antes dos ensaios clinicos de Fase |Ill, salvo algumas excecdes
(EMA/CHMP/BWP/271475/2006 rev.1) (64).

O ensaio de viabilidade celular pode ser relevante para avaliar a poténcia dos
produtos a base de células, pois € um parametro que reflete a integridade do produto e para
além disso, pode ser utilizado como controlo apds manipulacdo de certas caracteristicas
celulares (64,66).

Em alguns casos, pode ser necessario adicionar adjuvantes aos produtos de
imunoterapia para aumentar a imunogenicidade, no entanto deve-se ter especial atencdao
nestas situacdes, uma vez que os adjuvantes podem interferir nos ensaios de poténcia

(EMA/CHMP/BWP/271475/2006 rev.1) (64,67).

5.1.5. Aspetos clinicos relacionados com os PET

Os PET apresentam um carater heterogéneo, relativamente a origem/ natureza do
material e 3 sua indicacdo terapéutica. Estes produtos devem permitir uma regeneragao
total ou parcial, reparagdo e/ou substituicdo do tecido/érgdo alvo (EMA/CAT/573420/2009)
(68)

No caso dos PET, a farmacodindmica esta relacionada com a integridade estrutural
e/ou funcional do produto enquanto que, a farmacocinética estd relacionada com a
biodistribuicdo, longevidade e possivel degradacdo do PET e dos seus constituintes. A
descricdo da persisténcia e sobrevivéncia das células e/ou tecidos é possivel através dos
estudos de longevidade (EMA/CAT/573420/2009) (68).

Relativamente aos estudos de farmacodindmica, estes devem permitir estabelecer
qual o tempo necessario para atingir e manter os parametros fisioldgicos predefinidos.
Deste modo, devem ser definidos previamente um conjunto de parametros fisioldgicos

estruturais e funcionais do tecido/6rgédo alvo do individuo ou de uma populagdo compativel
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com o recetor. Para ser possivel retirar as conclusGes necessarias sobre o estudo, deve haver
um numero de participantes considerado suficiente (EMA/CAT/573420/2009) (68,69).

No caso dos produtos combinados, os estudos devem referir a combinacdo de
componentes celulares e ndo celulares (por exemplo, polimeros sintéticos, colagénio,
matrizes de tecido acelulares) (EMA/CAT/573420/2009) (68).

Dependendo do efeito terapéutico pretendido do PET, os estudos farmacocinéticos
devem refletir a persisténcia e biodistribuicdo das células funcionais e/ou outros
constituintes do produto, sendo expectavel que as questbes relacionadas com a
biodistribuicdo sejam avaliadas nos estudos pré-clinicos (EMA/CAT/573420/2009) (68,69).

A informacdo obtida durante os estudos pré-clinicos destes produtos pode ser
limitada, pois o ambiente influencia de forma distinta o0 modelo animal e o humano. As
células do PET podem reagir ao novo ambiente e alterar o seu fendtipo ou padrdo de
migracdo, ou até mesmo outras caracteristicas. Deste modo é possivel observarem-se
diferencas significativas na eficacia e toxicidade de um determinado PET quando testado em
duas espécies diferentes, por exemplo entre roedores e humanos. Sendo por vezes
necessario recorrer a imagens estruturais/ histologicas para avaliar a organiza¢do do
tecido/drgdo artificial implantado, sobretudo quando parte do produto é integrado e/ou
degradavel (EMA/CAT/573420/2009) (68,70).

Para a avaliacdo da biodistribuicio podem ser utilizados marcadores celulares,
radioisotopos ou corantes luminescentes nas amostras ex vivo ou in vitro, apesar da
sensibilidade destas abordagens poder ser limitada. Imagens estruturais/histoldgicas podem
ser necessarias para avaliar a organizacdo geral do tecido/drgéo artificial implantado dentro
do hospedeiro e as suas modificacdoes, especialmente quando parte do produto é
degradavel (EMA/CAT/573420/2009) (68).

A dose a ser administrada é definida tendo em conta as caracteristicas da lesao do
tecido a ser regenerado, reparado e/ou substituido, no entanto a limitagdo da quantidade
de células/tecidos disponiveis no PET pode levar ao wuso de doses
variaveis (EMA/CAT/573420/2009) (68).

Na substituicdo, regeneracdo e/ou reparacdo de um tecido danificado pode ser
necessaria uma resposta rapida e/ou prolongada, podendo persistir durante a vida toda do
doente tratado com o PET. No momento da AIM, o tempo proposto e a duracdo da eficacia

necessitam de ser suportadas pelo plano de desenvolvimento clinico. Para além disso,
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podem ser necessarias investigacdes adicionais apds a comercializacdo para acompanhar a
duracdo da eficacia. Em 2019, esta classe de ATMPs representava menos de 5% de todos os
ATMPs em ensaios clinicos (EMA/CAT/573420/2009) (68,71).

Dos vinte e cinco ATMPs que receberam AIM na UE, quatro sdo MTC e quatro sao
PET (Tabela 5.1). Atualmente continuam no mercado, 2 PET, 2 MTC e 14 MTG.

Em 2009, o primeiro PET a ser aprovado foi o ChondroCelect®, um produto a base de
condrdcitos autdlogos, para implantacdo no tratamento de defeitos condrais focais (71,72).
Tal como o ChondroCelect®, o MACI® (Vericel), é PET a base de condrdcitos autdlogos, de
terceira geracdo, indicado na reparacdo de defeitos condrais focais do joelho (71,73). Estes
dois medicamentos ja ndo se encontram disponiveis no mercado. Atualmente, os PET

disponiveis no mercado da UE sdo o Holoclar® e o Spherox®.
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Tabela 5.1- Medicamentos a base de células e produtos de engenharia de tecidos atualmente aprovados pela

EMA (2009 — abril 2023).

Tipo Data de
Nome de Composi¢ao Indicagdo terapéutica . Observagdes
autorizagdo
ATMP
Deficiéncia na cartilagem do @)
Células autdlogas de cartilagem, condilo femoral (extremidade AIM
ChondroCelect . . AN K 10/2009 removida em
PET vidveis e caracterizadas, expandidas inferior do osso da coxa) que .
® (@ ) . ) (31) julho de 2016
ex vivo (74). origina os sintomas (74). (31)
BIAIM n3o
renovada
Reparar defeitos na cartilagem 06/2013 (AIM
MACI® ®) PET Células autdlogas de cartilagem (75). nas extremidades dos ossos da terminou em
. ~ . (31) .
articulagdo do joelho (75). junho de
2018) (31)
Células mononucleares autélogas de
sangue periférico ativadas com fator
estimulador de coldénias de Cancro da prostata metastizado ©AIM
Provenge® (© MTC macrofago§ _e granuk?c.|tos ligado a re5|.stenteh a . Fastragao, 09/2013 rerﬁomda em
fosfatase d&cida prostdtica (PAP-GM-  assintomatico ou minimamente (31) maio de 2015
CSF (76). sintomatico (76). (31)
Células autdlogas epiteliais contendo DeﬁC|’enC|a mode.rad.a a} gr.ave
. - ) das células estaminais limbicas
células estaminais do limbo (na . R
. ) R devido a queimaduras 02/2015
Holoclar® PET extremidade da cérnea), expandidas .~ .
. . (incluindo queimaduras (31)
ex vivo/em laboratério (77). -
quimicas) (77).
Células T alogénicas geneticamente .
. . Tratamento  adjuvante do
modificadas com um vetor retroviral transolante de células
que codifica uma forma truncada do plan . (DAIM
) - estaminais hematopoiéticas de .
. recetor de baixa afinidade para fator 08/2016 removida em
Zalmoxis® MTC . doentes adultos com doenga
de crescimento de nervo humano oncolégicas hematoldgica de (31) outubro de
(ALNGFR) e a timidina cinase do virus ¢ risﬁo 08) & 2019 (31)
herpes simplex | (HSV-TK Mut2)(78). ’
Corltc.am esfer0|des' . (agreg’ados Reparar defeitos da cartilagem
esféricos) de condrdcitos, células K
. i do joelho em adultos que
® presentes na cartilagem saudavel, ) 07/2017
Spherox . . . apresentam  sintomas  (dor,
PET que foram criados a partir dos tecidos . (31)
. problemas de mobilidade) (79).
do préprio doente (79).
Constituido por células estaminais Tratamento de fistulas
adultas mesenquimatosas alogénicas  perianais complexas em
Alofisel® MTC humanas expandidas extraidas de doentes adultos com doencga de 03/2018
tecido adiposo (80). Crohn luminal ndo ativa/ (31)
ligeiramente, ativa (80).
As células T sdo obtidas de um dador, Tratamento de adultos e
e posteriormente misturadas com as criangas (> 2 anos) que, apds
Ebvallo® MTC celula.s B (infetadas com o virus um transp!ante de drgdo ou de 12/2022
Epstein-Barr) do mesmo dador, de medula d&ssea, desenvolvem (31)
modo que as células T aprendam a doenga linfoproliferativa pos-
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reconhecer as células B infetadas
como estranhas (81).

transplante positiva
virus Epstein-Barr (81).
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5.2. Medicamentos de terapia génica
5.2.1. Consideragdes gerais sobre medicamentos de terapia génica

Os MTG sdo constituidos por um vetor ou formulacdo/sistema de entrega que contém
uma sequéncia terapéutica (por exemplo um gene) que permite regular, reparar, substituir,
adicionar ou eliminar uma sequéncia genética. A substancia ativa pode ser composta por
sequéncia(s) de acidos nucleicos, microrganismos geneticamente modificados, virus ou
células, ou por multiplos elementos. Os vetores utilizados nestes medicamentos podem ser
utilizados para atingir células/ tecidos especificos ou para assegura a seguranca do MTG
através da eliminacdo de genes associados a viruléncia, patogenicidade, imunotoxicidade ou
replicacdo (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Os MTG que sdo baseados em células enquadram-se em 3 grupos: vetores virais,
vetores de DNA (por exemplo, plasmideos de DNA e vetores baseados em cromossomas) e
vetores bacterianos (por exemplo Lactococcus sp, Listeria sp e Streptococcus sp
modificados). Os sistemas de vetores mais utilizados nos MTG sdo os vetores virais e os
plasmideos de DNA (Figura 5.3). Os plasmideos de DNA podem ser administrados na forma
de naked DNA (numa solugdo salina simples) ou complexados numa formulacdo de entrega.
Também estdo disponiveis vetores ndo virais e métodos fisicos para a entrega das

sequéncias terapéuticas (EMA/CAT/80183/2014) (82,83).

Naked / plasmid DNA (16.6%) 88
Lipofection (4.4%) 223\ \
Adenovirus (20.5%) 93
Retrovirus (17.9%) 107 N
N 442 17
Adeno-associated virus (7.6%) —
Lentivirus (7.3%) 175 —
Vaccinia virus (6.6%)
. 547
Other poxvirus (4%) 196 —
Herpes simplex virus (3.5%) 478
Other vectors (8.4%) /
204

Unkown (3.3%)

Figura 5.3 — Vetores utilizados nos MTG, até 2017, retirado de (84). Os vetores de DNA e os plasmideos de
DNA representam os vetores mais utilizados nos ensaios clinicos.
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Existem varias ferramentas de terapia génica que permitem a edicdo do genoma,
permitindo gerar células geneticamente modificadas com inUmeras vantagens terapéuticas.
Ao longo dos ultimos anos verificou-se uma expansdo na diversidade destas ferramentas,
convergindo em técnicas que permitem uma edicdo mais direcionada. Estas ferramentas
incluem por exemplo, o sistema CRISPR/Cas e nucleases Zinc finger (ZFNs, do inglés Zinc
finger nucleases). Cada nuclease de edicdo do genoma tem propriedades Unicas que devem
ser tidas em consideracdo no momento da selegdo, tais como interrupcdo de genes,
regulacdo transcricional/ epigenética da expressao génica (EMA/CAT/80183/2014) (82).

A descoberta do mecanismo do microRNA (miRNA) levou a um enorme
desenvolvimento dos ensaios pré-clinicos de terapia génica. Este mecanismo compreende a
transcricdo do miRNA em pri-miRNA ou diretamente em pre-miRNA no nucleo. De seguida, o
pre-miRNA é exportado para o citoplasma onde é clivado, originando miRNA maduro. No
citoplasma o miRNA maduro combina-se com o complexo RISC, e posteriormente o
complexo RISC/ miRNA combina-se com o mRNA alvo. Se a complementaridade entre o
miRNA e o mRNA alvo for incompleta, had repressdo da traducdo, no entanto se a
complementaridade for completa, o mRNA é degradado (Figura 5.4) (85,86). O facto de se
poder direcionar mRNAs especificos e consequentemente controlar traducdo da proteina e a
expressdao do gene, é uma grande vantagem face aos medicamentos convencionais que
visam proteinas (por exemplo, enzimas e receptores). Na drea da terapia génica, os miRNAs
podem futuramente tem um grande impacto na cura de doencas genéticas de carater

dominante, através da reducao da expressdo do gene e da proteina mutante (85).

DNA
W ~ "‘\ Degradagdo mRNA
&= &\ \
Transcrigdo l Intrdo l \ /'(\\j
., =00
Exportacdo e Complementaridade completa
clivagem

= T Compl RISC
i g : | miRNA/mRNA

I miRNA —

Pri-miRNA Pre-miRNA | maduro

Complementaridade incompleta
Citoplasma l

Repressdo da tradugdo

Figura 5.4 - Mecanismo do miRNA, adaptado de (85). O miRNA é transcrito em pri-miRNA ou diretamente em
pre-miRNA no nucleo. O pre-miRNA é exportado para o citoplasma onde é clivado, originando miRNA maduro.
No citoplasma o miRNA maduro combina-se com o complexo RISC, formando o complexo RISC/miRNA. Se a
complementaridade entre o miRNA e o mRNA alvo for incompleta, ha repressao da tradugdo. No caso de a
complementaridade ser completa, o mRNA é degradado.
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O sistema CRISPR/Cas9 compreende dois componentes, a cadeia simples de RNA guia
(sgRNA) e a endonuclease Cas9 (Figura 5.5). O sgRNA é desenhado de modo a ser
complementar ao DNA alvo de maneira especifica e a montante deve conter uma sequéncia
de DNA curta, essencial para a compatibilidade com a proteina Cas9 utilizada, denominada
de motivo adjacente protoespacador (PAM, do inglés protospacer adjacente motif). O sgRNA
liga-se a sequéncia alvo e cliva o DNA de modo a gerar quebra da cadeia dupla (DSBs, do
inglés double-stranded breaks). Apds a quebra, os mecanismos de reparacdo do DNA,
iniciam a reparacdo do genoma. Por outro lado, as nucleases ZFNs (Figura 5.5) sdo proteinas
quiméricas, constituidas por dois dominios: o motivo de reconhecimento do DNA,
constituido por uma sequéncia tandem, e o dominio de clivagem do DNA formado por uma

enzima de restricdo, geralmente Fokl (87,88).

Quebra da cadeia dupla Reparagdo da cadeia dupla

ZFN NHEJ

T TTITITTITIIIT T
AAAAAAARARAAN AL AL
rrrrrrrrTrrTTTTTTTTTTTTTTTTTTYTTOYY
AR AR AR AR R AR AR AR

ey Tr T -
Zinc fingers ERRRIRIRIRIRERRTTEEY Delecdo

Nuclease ou

= (AR AR AR R Enan R RARERRRARRR S
Inser;ao AAAAAAAA AN AAAA LA LA AL AL AL

CRISPR/Cas9 3 dya HOR

Casd :; (RN RN RRRRRRRE] TITTITTITTTIY
< AL ddedddddddd Al
< +
AR A rTrY
LR FSSST T TR

Molde do DNA dador

I ARRRARRRRRARA) LARARARARARAAAI
AAARARARA ALl L),

Modificagdo precisa

Figura 5.5 — Ferramentas de edi¢do genética, adaptado de (87). As nucleases de edi¢do genética como as
nucleases Zinc-finger (ZFNs) e CRISPR/Cas9, induzem quebra da cadeia dupla (DSBs, do inglés double-stranded
breaks) de DNA em locais alvo. As DSBs podem ser reparadas através de mecanismos de reparacdo do DNA,
como o mecanismo de reparagdo através de juncdo da extremidade ndo-homdloga (NHEJ, do inglés Non-
Homologous End Joining) que identifica as duas extremidades quebradas do DNA e “cola” as sequéncias,
levando a formacdo de inser¢des ou delegGes (indels). Por outro lado, o mecanismo de reparagdo direta por
homologia (HDR, do inglés Homology-directed repair) utiliza a homologia de uma sequéncia de DNA dadora
para reparar os danos da DSB no local correto.
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Nos MTG, a escolha do vetor vai depender de viérios fatores, nomeadamente da
indicacdo clinica, mecanismo de acdo, via e frequéncia de administracdo do tratamento.
Para além disso, deve considerar-se a seletividade e eficiéncia da transducdo/ transfecdo do
vetor nas células-alvo, e a expressdo e atividade funcional da(s) sequéncia(s) terapéuticas
(EMA/CAT/80183/2014) (82).

Quando sdo utilizados vetores virais ou bacterianos existem consideracdes adicionais a
ponderar. Deve ser avaliada a patogenicidade e viruléncia do vetor, tanto em humanos
como em outras espécies animais, podendo ser necessario eliminar caracteristicas
relacionadas com a viruléncia do vetor minimizando os componentes ndo essenciais do
vetor. Por exemplo, podem ser utilizadas linhas celulares de producdo e empacotamento de
modo a minimizar a homologia de sequéncias com o vetor, reduzindo a gera¢do de novos
agentes infeciosos ou virus com replicagdo competente. Deve-se ainda considerar o
tropismo do vetor tendo em contas as células/tecidos alvo, assim como a replicacdo tecidual
especifica, transmissdo na linha germinativa, presenca e persisténcia das sequéncias virais
importantes para o tratamento de virus wild-type e a eficiéncia de transducdo nas células-
alvo. Deve ainda ser considerada a possibilidade de integracdo do vetor no genoma das
células do hospedeiro, uma vez que existe o risco de mutagénese por insercdo e
consequentemente de oncogénese (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Os vetores de integracdo sdo os vetores de eleicdo quando se pretende tratar uma
doenga que requer uma expressao génica a longo prazo. Estes vetores integram
permanentemente o genoma nas células do hospedeiro, e cada vez que as células se
replicam, as sequéncias integradas sdo transmitidas as células-filhas. Apesar dos vetores de
integracdo apresentarem uma maior probabilidade de mutagénese por inser¢do, a grande
maioria é clinicamente silenciosa (EMA/CAT/190186/2012) (89).

Quando sdo utilizados vetores retrovirais, a integracdo que ocorre no genoma das
células é semi-aleatdria, no entanto na populacdo de células transduzidas (onde ocorre
insercdo), por motivos de seguranca, a integracdo perto de proto-oncogenes deve ser rara.
Contudo, aparentemente, a desregulacdo de genes celulares devido as insercGes por
vetores, em regra, ndo induz alteragdes no programa celular de modo a favorecerem
processos cancerigenos. Para além disso, as células apresentam mecanismos intrinsecos (por
exemplo, apoptose) que reduzem o risco de oncogénese por inser¢ao

(EMA/CAT/190186/2012) (89).
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As estratégias de substituicdo/correcdo de genes direcionadas para locais especificos
do genoma demonstram alguma atividade off-target, no entanto o risco de oncogénese por
insercdo é muito mais reduzido comparativamente com os vetores de integracdao
(EMA/CAT/190186/2012) (89).

De acordo com o Reflection paper on management of clinical risks deriving from
insertional mutagenesis (EMA/CAT/190186/2012), a necessidade e extensdo dos estudos de
integracdo nos doentes depende do tipo de vetor utilizado e dos resultados obtidos durante
os estudos pré-clinicos/clinicos. No desenvolvimento de novos vetores, nos estudos iniciais
de viabilidade o perfil de insercdo pode fornecer informacdes para compreender melhor a
biologia do vetor e melhorar o seu perfil de seguranca. Nos testes pré-clinicos os estudos de
insercdo podem ser realizados ex vivo e in vivo nos tecidos/d6rgdos alvo. Caso sejam
identificados alguns problemas de seguranca no estudos pré-clinicos pode ser necessario
realizar estudos de integracdo na fase clinica, de modo a monitorizar a seguranca dos
doentes e avaliar potenciais efeitos adversos (EMA/CAT/190186/2012) (89).

Deve ser realizada uma avaliacdo global de fatores que possam favorecer a transi¢cdo
de um evento mutagénico para oncogénico, como o perfil de inser¢do do vetor, a presenga
de elementos que favorecem a ativagdo ou inativacdo da insercao, a biologia do transgene e
a célula/tecido alvo especifico (EMA/CAT/190186/2012) (89).

Nos MTG, todos os elementos genéticos devem ser descritos e justificados para a sua
inclusdo no medicamento, inclusive aqueles destinados a terapia, entrega, seguranca,
controlo e produgdo (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Durante o desenvolvimento e producdo dos MTG, devem ser fornecidas informacdes
sobre o controlo e estabilidade do vetor e sequéncia(s) terapéutica(s). Os sistemas de
replicacdo devem garantir a integridade e homogeneidade dos acidos nucleicos a expressar
nas células, também é necessario demonstrar que a sequéncia correta de acidos nucleicos é
entregue e que esta é mantida de forma estavel, garantido que a sequéncia terapéutica se
mantém inalterada durante o periodo de tempo em que o vetor é desenhado para atuar. As
células utilizadas para producdo do vetor e/ou do material genético devem também ser
completamente caracterizadas (por exemplo, identificacdo, proveniéncia, nimero de
passagens e 0 potenciais contaminantes virais e micoplasma). Devem ser realizados estudos
apropriados de validacdo do processo que permitam demonstrar a estabilidade genética

durante a producdo (EMA/CAT/80183/2014) (82).
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Os vetores devem ser produzidos a partir de bactérias ou virus seeds e/ou bancos de
células bem caracterizados. E crucial realizar um controlo do risco de contaminacdo
adequado de modo a garantir a seguranca microbiolégica do produto
(EMA/CAT/80183/2014) (82).

Deve ser realizado um processo de purificacdo que permita reduzir ou eliminar
impurezas para niveis aceitaveis. De modo a minimizar ou eliminar possiveis contaminagoes
no MTG final devem ser tomadas medidas na producdo. A utilizacdo de etapas de purificacao
é incentivada para todos os vetores de terapia génica, no entanto quando estas etapas nao
sdo realizadas para reduzir as impurezas relacionadas com o produto e com o processo
devem ser justificadas tendo em conta consideracdes técnicas, qualidade do produto,
seguranca clinica e eficacia (EMA/CAT/80183/2014) (82).

A adicdo de excipientes durante a preparagdo do vetor final ou produto final, deve
demonstrar ndo afetar a eficacia e seguranca do vetor nas concentragdes utilizadas
(EMA/CAT/80183/2014) (82).

De modo a assegurar niveis aceitaveis de consisténcia das condi¢des de producdo e do
produto esperado, devem ser implementados parametros de processo e procedimentos de
controlo. Todo o processo de producdo deve ser desenhado com o intuito de minimizar o
risco de contaminacdo microbioldgica (EMA/CAT/80183/2014) (82).

No caso dos vetores virais, deve ser determinada a relacdo particula/ infecciosidade e
os titulos minimos aceitaveis. Quando sdo utilizados vetores virais que apresentam
replicacdo deficiente é necessario realizar testes que permitam identificar virus competentes

(EMA/CAT/80183/2014) (82).

5.2.1.1 Desenvolvimento pré-clinico de produtos de terapia génica

Em 2008, a Guideline on the non-clinical studies required before first clinical
use of gene therapy medicinal products (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) foi
publicada de modo a orientar os requerentes durante o desenvolvimento de um
MTG nos estudos pré-clinicos, facilitando assim a harmoniza¢do do desenvolvimento

destes produtos na UE (90).
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O objetivo dos estudos pré-clinicos durante o desenvolvimento de um MTG é
fornecer as informacgdes necessarias para uma avaliacdo adequada do beneficio/risco
destes produtos em humanos (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Os estudos pré-clinicos realizados dependem do tipo de MTG ou vetor
utilizado, ou seja, vdo depender se sdo utilizados plasmideos, vetores virais, vetores
nao virais ou células somaticas geneticamente modificadas
(EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

As consideracBes que sdo aplicadas aos plasmideos e ao naked DNA (ou seja,
DNA que ndo esta associado a proteinas, lipidios ou outras moléculas) sdo as
mesmas. Os estudos de integracdo podem ser solicitados dependendo do uso clinico
a que se destinam e do método de administracdo utilizado. Para além disto, estes
estudos sdo recomendados caso estas moléculas sejam utilizadas in vivo para
criancas e no caso de doencgas que ndo sejam fatais. Devem ser também realizados
estudos de transmissao e integracdo na linha germinativa, quando os plasmideos sdo
desenhados para terem capacidade de integracdo. E desencorajado o uso de genes
de resisténcia a antibidticos como marcadores de selecdo, no entanto caso sejam
utilizados devem ser realizados estudos da expressdo do gene em células somaticas
humanas, antes dos primeiros estudos clinicos. Para além disso, quando sdo
utilizadas sequéncias adjuvantes ou substancias adjuvantes adicionais na formulacao
final, devem ser realizados estudos que permitam avaliar a seguranca
imunotoxicoldgica do produto (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

Os vetores virais consistem em virus geneticamente modificados ou vetores
virais que foram desenhados de modo a serem incapazes de se replicarem, ou
replicarem-se completamente ou replicarem-se apenas em condi¢Oes especificas
(replicacdo condicional). No caso dos vetores virais que sdo incapazes de se
replicarem (virus com replicacdo incompetente) deve ser investigada a possibilidade
de replicacdo apds combinacdo com um virus wild-type. No caso dos vetores com
capacidade replicativa completa (RCV, do inglés replication competente virus) ou
replicacdo condicional, deve ser avaliado qual o comportamento destes vetores em
diferentes tipos de tecidos e células, a influéncia de possivel medicacdo
concomitante, sendo que estes estudos podem ser dificultados pela especificidade

do vetor-hospedeiro. Devem ser realizados estudos de integracdo, transmissao na
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linha germinativa e carcinogénese, no caso do vetor apresentar capacidade de
integracdo. Para além disso, se o vetor partir de um virus que apresenta capacidade
de laténcia ou se o vetor desenhado apresentar essa capacidade, deve-se investigar
se a laténcia é restrita a tecidos especificos e se o vetor tem capacidade de
reativacdo. Se o vetor viral provocar uma resposta imunitaria significativa pode ser
dificil de re-administrar, e por isso, deve ser avaliado o impacto da resposta imune.
Deve ser tida em consideragdo a viruléncia da estirpe original do virus assim como a
capacidade de ocorrerem eventos de recombinacdo que possam restaurar
inadvertidamente a viruléncia (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (84,90).

Quando se pretende utilizar vetores RCV devem ser tidas algumas
consideragdes quanto a sua aceitabilidade num MTG, tais como a) se para a eficacia
do medicamento a competéncia de replicacdo é necessaria; b) se o vetor ndo contém
nenhum elemento que possa induzir oncogenecidade/ tumorigenecidade em
humanos; c) Se o RCV partir de um patégeno conhecido, a infecciosidade, viruléncia e
patogenicidade deve ser determinada apds as manipulagGes genéticas pretendidas e
deve ser justificada a seguranca da sua utilizacdo, e por fim d) qual a especificidade
tecidual da replicacdo do RCV. Deve também ser gerada informacdo acerca da
transducdo/ expressdo seletiva do gene inserido ou de um gene repdrter apropriado
no local desejado quando os vetores virais sdo escolhidos com base no tropismo do
orgao/tecido (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

Existem varios tipos de vetores ndo-virais, nomeadamente polimeros, lipidos,
particulas inorganicas e até mesmo combinacOes destes materiais. Este tipo de
vetores atrai cada vez mais os investigadores devido a sua baixa citotoxicidade,
imunogenecidade e mutagénese. Contudo, apresentam alguns desafios a nivel de
eficacia de transferéncia génica, especificidade e duracdo da expressao génica (91,92).

A polietilenoimina (PEI, do inglés Polyethylenimine) é um dos polimeros mais
utilizados como veiculo na terapia génica. A organizacdo dos seus grupos amina
conferem-lhe elevada densidade de carga catidnica, o que lhe permite ter elevada
afinidade com as cargas negativas dos acidos nucleicos, formando um poliplexo.
Apresenta também boa eficiéncia de transfecdo devido as cargas catidnicas que
permitem condensar o material genético. Para além disso, as cargas catidnicas da PEI

geram um efeito osmodtico (“efeito protdo esponja”), provocando rotura dos



endossomas e consequentemente aumento da eficiéncia de transfecdo. Apesar dos
vetores ndo-virais representarem uma percentagem reduzida nos ensaios clinicos de
terapia génica, a PEl é cada vez mais utilizada nos tratamentos oncoldgicos e
imunoterapia (91,92).

Algumas das vacinas desenvolvidas recentemente para a Doenca do
Coronavirus 2019 (COVID-19) utilizam vetores ndo-virais (Figura 5.6), como é o caso
das vacinas de DNA e vacinas de RNA. As vacinas de DNA sdo constituidas por um
plasmideo de DNA muito estavel e que pode ser facilmente propagado em larga
escala em bactérias. Normalmente o DNA do plasmideo inclui promotores de
expressao de mamiferos e o gene que codifica a proteina de interesse (antigénio).
Como é uma vacina de DNA, necessita de alcancar o nucleo das células, onde o DNA é
transcrito em RNA mensageiro (mRNA, do inglés messenger RNA). O mRNA sai do
nucleo e posteriormente ocorre tradugao da proteina de interesse no citoplasma. A
primeira vacina com DNA plasmideo para a COVID-19 foi a ZyCoV-D ™ (93,94).

Por outro lado, as vacinas de RNA (mRNA) aparentam ser alternativas muito
promissoras as vacinas convencionais (vacinas inativas ou vivas atenuadas) pois
apresentam elevada poténcia, custo-efetividade, desenvolvimento rapido e entrega
segura. Estas vacinas normalmente utilizam como vetor as nanoparticulas lipidicas
para a entrega do mRNA, protegendo-o da degradacdo enzimatica e facilitando a
endocitose. Apesar de funcionarem de forma semelhante, as vacinas de RNA sdo
mais potentes e para além disso, aparentam ser mais efetivas e mais seguras do que
as vacinas de DNA, uma vez que as vacinas de RNA ndo necessitam de entrar no
nucleo das células. Atualmente, existem duas vacinas de mRNA aprovadas em varios
paises para prevenir a COVID-19, a Comirnaty™ (Pfizer/BioNTech) e Spikevax™

(Moderna) (93-95).
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Figura 5.6 - Resumo dos tipos de vacinas da Doenga do Coronavirus 2019 (COVID-19), adaptado de (93). (a)
Esquema da estrutura do virus SARS-CoV-2, incluindo o genoma de RNA de cadeia simples (ssRNA, do inglés
single-stranded RNA) e as quatro proteinas estruturais: proteina Spike (S), proteina de involucro (E), proteina
de membrana (M) e proteina da nucleocapside (N). Os diferentes tipos de vacina incluem a (b) vacina inativada,
(c) vacina viva atenuada (d) vacina de vetor viral (e) Vacina de DNA (f) Vacina de RNA (g) Vacina recombinante
de subunidade (h) Vacina constituida por particulas semelhantes a virus (VLP, do inglés Virus-like particles).
MRNA: messenger RNA, RBD: receptor-binding domain.

As células somaticas modificadas geneticamente devem ser sujeitas a testes
in vitro e/ou in vivo de modo a avaliar altera¢des na sua morfologia, fendtipo, funcado
e comportamento (por exemplo, diferenciacdo indesejada, imortalizacdo ou indugdo
de um fendtipo inadequado), sendo que qualquer alteracdo ndo planeada deve ser
cuidadosamente avaliada. A possibilidade de as células libertarem o vetor ou o
plasmideo in vivo, intencionalmente ou ndo, deve ser investigada, incluindo o
potencial de interacdo com outros agentes infeciosos ou medicamentos. Quando as
células com potencial replicativo sdo transduzidas com vetores de integracdo, as
regioes de integracdo devem ser caracterizadas quanto a identidade dos genes
adjacentes e das suas funcgGes, principalmente quando pode ocorrer ativacdo de

oncogenes e/ou inativacdo de genes supressores de tumor. Os estudos devem
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permitir demonstrar a distribuicdo, trafego, localizacdo e persisténcia das células in
vivo e dos produtos génicos. Deve ser demonstrado o efeito terapéutico das células
e/ou genes transduzidos assim como, a limitacdo ao érgdo/tecido pretendido. Se nédo
for intencdo da modificacdo genética, devem ser fornecidas evidéncias de que as
células transduzidas ndo provocam uma resposta imunitaria indesejada. Quando as
células sdo encapsuladas com materiais biocompativeis, os dados devem comprovar
a compatibilidade das células com o tecido no local do transplante. Para além disso,
deve ser avaliada a estabilidade do material de encapsulamento quanto a sua
degradacdo e libertacdo das células (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

A natureza e extensdo do desenvolvimento pré-clinico depende da natureza
do MTG e disponibilidade de modelos relevantes, uso clinico, via de administracdo e
do regime de tratamento. Os estudos pré-clinicos devem ser realizados em modelos
animais relevantes, sendo a escolha justificada pelo requerente. Os modelos animais
escolhidos devem permitir a avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos esperados nos
seres humanos. No entanto, quando ndo existem modelos animais de doenca
relevantes in vivo, devem ser realizados estudos in vitro utilizando sistemas que
refletem a doenca ou tentar desenvolver um modelo adequado
(EMA/CAT/80183/2014), (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (82,90).

Durante a escolha do modelo animal existem varias consideracdes a ter em
conta, tais como (EMA/CAT/80183/2014) (82):

e Capacidade do vetor para transfetar/ transduzir/ infetar e replicar no
modelo animal escolhido. Quando é utilizado um vetor viral com
replicacdo deficiente o animal deve ser sensivel a infecdo viral.
Quando um MTG é baseado num virus com replicacdo competente
deve-se considerar a capacidade de replicacdo na escolha do modelo
animal. Quando sdo utilizados virus oncoliticos pode ser importante
avaliar os efeitos da replicacdo viral em células tumorais nos estudos
pré-clinicos;

e Expressdo e distribuicdo tecidual de recetores para um virus/bactéria
no modelo animal que pode afetar a eficiéncia, uma vez que pode

haver sequestracdo celular e tecidual do vetor. Quando ocorre
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tropismo tecidual, intencional ou ndo, deve-se comparar este tropismo
no modelo animal e no humano;

e Atividade dos elementos reguladores e do seu controlo para conduzir
a expressdo especifica do tecido e o nivel de expressdo do
transgene/gene terapéutico;

e Resposta biolégica ao gene expresso e/ou acido nucleico entregue,
incluindo a sua expressdo alvo, distribuicdo, ligacdo e ocupacdo,
consequéncias funcionais, sinalizacdo celular e regulacao do(s) gene(s)
associado(s);

e Tanto no modelo animal como no humano deve-se considerar a sua
resposta imune e imunidade pré-existente. O estado imunitario do
animal deve mimetizar o mais proximo possivel a situacdo do doente;

e Presenca de genes animais/ produtos génicos homdlogos ao gene
terapéutico/ produto transgénico;

e Os modelos animais transgénicos sdo utilizados para varias patologias
humanas;

e Se necessario, metabolismo e outros aspetos farmacocinéticos. Pode
ser necessario utilizar animais de grandes dimensdes ou modelos de
doenca, para mimetizar as condi¢Ges clinicas especificas ou
biodistribuicdlo do MTG, dependendo dos produtos, via de
administracao e sistema de entrega;

e Caracteristicas bioldgicas dos componentes do produto na espécie
utilizada, em relacdo a dose administrada e volume que pode ser
administrado com segurancga aos animais do teste;

e Distribuicdo do vetor no organismo do modelo animal e a possibilidade
de recombinac¢do do MTG (ou partes do MTG) com virus enddgenos do
hospedeiro.

Dependendo do tipo de MTG, pode ser necessario um ou varios modelos
animais. Estes modelos podem incluir animais wild-type, imunocomprometidos,

knock-out, knock-in, humanizados ou transgénicos (EMA/CAT/80183/2014) (82).



Pequenos animais roedores podem ser modelos relevantes, no entanto o seu
tamanho e tempo de vida reduzido podem conferir limitacGes aos estudos. Para além
disso, o numero de animais por dose testada influéncia diretamente a capacidade de
detecdo de toxicidade, uma vez que uma amostra reduzida pode conduzir a auséncia
de observacdo de determinados efeitos toxicos devido a baixa frequéncia,
independentemente da gravidade. Estas limitagdes relacionadas com o tamanho da
amostra, podem ser parcialmente compensadas através do aumento da frequéncia e
duracdo da monitorizacdo (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Nos estudos pré-clinicos deve ser possivel compreender o mecanismo de
acdo, ou seja, devem ser realizados estudos farmacodindmicos de PoC em modelos
animais adequados que permitam demonstrar que o gene/acido nucleico atinge o
alvo pretendido e exerce a funcdo pretendia (nivel de expressdo e atividade
funcional) (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Quando se pretende que o MTG apresente seletividade ou seja restrito ao
alvo, devem ser realizados estudos que confirmem esta especificidade nas células e
tecidos alvo. De modo a demonstrar o efeito terapéutico e avaliar o nivel de
expressdo génica e atividade funcional, devem ser selecionados e testados
marcadores relevantes para a doenca e seguranca (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Quando é expectavel que ocorra integracdo no genoma do hospedeiro, os
requerentes sdo incentivados a desenvolver analises ex vivo da distribuicdo gendmica
dos vetores de integracdao acerca da influéncia do hospedeiro no vetor, tendo em
conta a genética da célula-alvo e estado epigenético durante o desenvolvimento
inicial, uma vez que a epigenética pode interferir na eficacia e seguranca do MTG
final (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Podem ser necessarios estudos de integracdo mesmo quando ndo seja
expectavel que o MTG tenha capacidade de integracdo, de modo a confirmar a
auséncia de integragdo. Assim, os estudos realizados in vivo e/ou in vitro devem
permitir detetar a integracdo do vetor, e caso ocorra integracdo deve ser realizada
uma avaliacdo e delineadas medidas que permitam controlar os possiveis riscos
associados a integracdao (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

Quando sdo utilizados testes de amplificacdo de acidos nucleicos (NAAT, do

inglés nucleic acid amplification testing) para quantificar o numero de copias de
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vetores de integracdo, os limites de detecdo e quantificacdo devem
preferencialmente ser expressos em nimero de cépias do vetor/genoma, enquanto
para os vetores epissomais deve ser expresso em numero de cépias/ug de DNA da
célula hospedeira analisado. A especificidade destes métodos depende da escolha e
design dos primers e sondas, assim como das condi¢Ges das reacdes e método de
detecdo. Os ensaios NAAT apresentam elevada sensibilidade e por isso, sdo muito
sujeitos a contaminacdes cruzadas e falsos positivos. De modo a minimizar estas
situacoes, devem ser utilizados controlos positivos e negativos
(EMA/CAT/80183/2014) (82).

A detecdo do DNA do vetor ou do transgene no interior das células/tecidos
também pode ser realizada através da amplificacdo de acidos nucleico in-situ e
técnicas de hibridizacdo (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Os estudos de seguranca devem ser considerados caso a caso, dependendo da
via de administracdo, do conhecimento pré-existente da classe e distribuicdo do
vetor e do mecanismo de acdo do produto. Normalmente, estes estudos sdo
combinados com os estudos de toxicidade e biodistribuicdo (EMA/CAT/80183/2014)
(82).

Os estudos farmacocinéticos neste tipo de medicamentos, centram-se
essencialmente na distribuicdo, persisténcia e clearance e devem contemplar o risco
de transmissdo germinativa. Devem ser utilizados apenas métodos validados, como
os ensaios NAAT, que permitem a detecdo do vetor e/ou gene administrado,
distribuicdo e persisténcia do MTG, e devem incluir todos os orgdos e tecidos
relevantes (EMA/CAT/80183/2014), (EMA/CHMP/ICH/318372/2021) (82,96) .

Os estudos de biodistribuicdo devem permitir obter dados ndo apenas sobre
os 6rgdos alvo, mas também de 6rgdos onde seja provavel ocorrer acumulagdo, por
exemplo o figado e pulmdo na administracdo intravenosa. Estes dados devem incluir
a duracdo da expressao e atividade do gene, e periodos temporais para os quais ndo
ha detecdo de sinal (se aplicavel). A via de administracdo e regime de tratamento
(frequéncia e duracdo) devem ser representativos da utilizacdo clinica. A dosagem
deve mimetizar o wuso clinico com margens de seguranca apropriadas
(EMA/CAT/80183/2014),(EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006),(EMA/CHMP/ICH/3183
72/2021) (82,90,96).



Os pontos temporais e a frequéncia de amostragem devem ser escolhidos de
modo a permitir a determinacdo do nivel maximo de MTG administrado presente nos
locais alvo e ndo alvo, assim como a clearance ao longo do tempo. O estudo deve
continuar até ndao haver detecdo de sinal ou até que se atinja uma fase plateau a
longo prazo (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Se um 4cido nucleico for detetado num tecido/érgdo que ndo é suposto
utilizando um teste NAAT, deve ser determinada a expressdo do produto génico, a
sua duracdo e nivel de expressdo, utilizando ensaios imunoldgicos, ensaios que
permitam detetar a proteina funcional e/ou rea¢cdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés polymerase chain reaction) com transcriptase reversa (EMA/CAT/80183/2014)
(82).

Se o vetor viral apresentar replicagdo competente e forem detetadas
sequéncias virais em locais ndo-alvo através de técnicas NAAT, devem realizar-se
ensaios quantitativos de infecciosidade para avaliar o potencial infecioso do acido
nucleico detetado (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Os estudos de biodistribuicdo devem ser realizados de modo a avaliar uma
segunda virémia resultante da replicagdo do vetor/ virus in vivo. Caso o modelo
animal utilizado ndo suporte a replicacdo in vivo, a replicagdo pode ser mimetizada
pela administracdo repetida do MTG (EMA/CAT/80183/2014) (82).

A utilizacdo in vivo de naked DNA, virus geneticamente modificados, vetores
virais ou nao virais pode estar associado a um risco de transmissdao germinativa.
Deste modo, os estudos pré-clinicos para avaliar a transmissdao germinativa sao
obrigatdrios para produtos de terapia génica ndo celulares no estadio de autorizagdo
de comercializagcdo (EMEA/273974/2005) (97).

Antes do pedido de AIM, devem ser realizados estudos com o vetor de
interesse, utilizando no minimo duas doses, em pelos menos duas espécies, sendo
gue uma delas deve ser uma espécie de ndo-roedor. O estudo deve ser realizado em
ambos os sexos dos animais (EMEA/273974/2005) (97).

O risco de transmissdo germinativa de cada vetor vai depender do perfil de
biodistribuicdo, replicacdo do vetor e capacidade de integracdo. A via de
administracdo é um fator muito importante, uma vez que qualquer administragdo

parenteral pode potencialmente levar a presenca de DNA do vetor nas gonadas,
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contudo a persisténcia nas gonadas depende de multiplos fatores como por exemplo,
niveis de dose e tropismo do vetor/virus administrado (EMEA/273974/2005),
(EMA/CHMP/ICH/318372/2021) (96,97).

A terapia genética in Utero apresenta maior risco de transmissdo germinativa,
uma vez que nos humanos, até a 72 semana de gestacdo as células germinativas
estdo desprotegidas e mitoticamente ativas, permitindo a infecdo do vetor viral.
Deste modo, se for necessario realizar terapia génica in Utero, deve-se considerar
realizar apds este periodo de modo a minimizar o risco de transmissdo germinativa
(EMEA/273974/2005) (97).

Um MTG pode apresentar toxicidade devido ao numero de particulas do vetor
e expressdo e/ou integracdo dos genes entregues, por isso, quando a dose é
determinada deve ser considerada a proporcdo de particulas virais infeciosas (com
capacidade de fazer expressar o gene) em relacdo ao numero de particulas virais
totais (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

Os estudos de toxicidade devem ser realizados utilizando a mesma via e
método de administracdo descritos no protocolo clinico. Se for utilizada apenas uma
espécie, a escolha deve ser justificada cientificamente, sendo o mais relevante
possivel tendo em conta os efeitos toxicolégicos esperados. Normalmente, nos
estudos toxicoldgicos e farmacocinéticos, recomenda-se a utilizacdo do mesmo
modelo animal, sobretudo quando sdo observados sinais de toxicidade relacionados
com o vetor (EMA/CAT/80183/2014), (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (82,90).

A avaliacdo da toxicidade deve permitir avaliar toda a construcdo do MTG
(virus ou particula vetorial e/ou sistema de entrega + vetor de expressdo incluindo a
cassete + gene/transgene), considerando o seu posicionamento intracelular e o
nimero de vetores de expressao/ copias do gene. Para além disso, estes estudos
devem também avaliar o gene de modo a determinar quais as consequéncias da sua
sobreexpressdo e/ou imunogenicidade ou efeitos adversos. A frequéncia da dosagem
nos animais deve ser a mesma a ser utilizada no ensaio clinico, salvo algumas
excecGes (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

Foram desenvolvidos varios testes pré-clinicos de modo a assegurar a
seguranca dos MTG que contém vetores de integracdo. Por exemplo, o ensaio de

imortalizacdo in vitro (IVIM, do inglés in vitro immortalization assay) tem como



objetivo determinar o risco de mutagénese por insercio nos MTG. Baseiam-se na
cultura in vitro de células da medula éssea de murganho e avaliam a sobreexpressao
dos genes Evil e Prdm16, que codificam reguladores cruciais na hematopoiese e estao
envolvidos na patogénese da leucemia humana e transformacdo por insercdo na
terapia génica em humanos. As principais limitacbes deste ensaio prendem-se com a
previsdo de eventos genotdxicos em apenas alguns loci, as condicGes de cultura afetam
a reprodutibilidade do ensaio e para além disso, baseia-se apenas em células de
murganho e linhagem mieloide (EMA/CAT/190186/2012) (89,98).

Podem também ser utilizados modelos animais de doenga nos estudos de
genotoxicidade, uma vez que permitem avaliar a integracdo do vetor e o efeito do
gene, assim como o histérico geral da doenca (EMA/CAT/190186/2012) (89).

A informacado clinica e experimental disponivel é limitada, ndo permitindo fazer
uma previsao significativa acerca do risco de mutagénese por insercdo e oncogénese.
Deste modo, todos os doentes que recebem um MTG que utilize vetores, devem ser
monitorizados a longo prazo. Dependendo do nivel de risco identificado, duracdo do
follow-up, frequéncia e a intensidade da avaliacdo clinica, as investigacOes laboratoriais
associadas devem ser planeadas durante a fase dos ensaios clinicos assim como para a
fase de pds-comercializagdo (EMA/CAT/190186/2012) (89).

Normalmente, durante os estudos pré-clinicos ndo é necessario desenvolver
estudos de carcinogénese em roedores. Contudo, dependendo do tipo de MTG, o
potencial oncogénico e tumorigénico devem ser investigados em modelos in vivo/ in
vitro relevantes, que permitam avaliar sinais de neoplasia, ativacdo de oncogenes ou
indice de proliferacdo celular (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Os estudos de imunogenicidade devem ser realizados quando os dados
obtidos sobre o MTG indicam a produgdo de produtos anémalos ou de uma proteina
com estrutura diferente daquilo que seria normal. Para além disso, deve-se
caracterizar a imunidade pré-existente ao produto transgénico (produto transcrito a
partir da sequéncia terapéutica) assim como, a imunidade anti-vetor apds multiplas
administragoes do vetor viral (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

Em alguns casos, os modelos animais podem ndo ser representativos da
situacdo clinica e por isso ndo fornecer dados relevantes para os estudos de

imunotoxicidade. Nestes casos, devem ser planeados cuidadosamente, os critérios de
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elegibilidade e 0s estudos imunogenicidade, a nivel clinico
(EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).

Os ensaios de excre¢do permitem avaliar a disseminacdo do virus/vetor
através de secrecbes do doente. Estes ensaios devem ser especificos, sensiveis e
reprodutiveis. Por norma, sdo ensaios quantitativos uma vez que permitem
guantificar a probabilidade de transmissdo. Normalmente, sdo realizados ensaios de
infecciosidade e PCR, sendo o PCR uma técnica muito sensivel apresenta como
principal desvantagem a impossibilidade de diferenciar virus infeciosos de ndo
infeciosos ou degradados, podendo induzir erros na interpretacdo dos resultados.
Por outro lado, os ensaios de infecciosidade detetam apenas virus/ vetores intatos e
com potencial de transmissdo, no entanto sdo muito menos sensiveis do que os
testes PCR (EMEA/CHMP/ICH/449035/2009) (99).

A expressdo e distribuicdo tecidual de recetores virais num dado animal pode
afetar o perfil de excrecdo do virus/vetor e por isso, o perfil de excrecdo pode n3o se
correlacionar com o dos humanos, uma vez que o sequestro celular e tecidual pode
ndo ser igual. De modo a permitir uma melhor avaliacdo, podem ser utilizados
modelos animais de doenca (EMEA/CHMP/ICH/449035/2009) (99).

Para determinar quais as amostras a utilizar, deve ser tido em consideracao as
caracteristicas do virus/vetor, via de administragdo e espécie animal.
Frequentemente s3o colhidas mais amostras nos primeiros dias apds a
administracdo, de modo a detetar o perfil de excrecdo transitério
(EMEA/CHMP/ICH/449035/2009) (99).

Se um estudo de excrecdo pré-clinico indicar a possibilidade de transmissao,
devem ser realizados estudos adicionais que permitam prever a possibilidade de
transmissdo de humano para humano nos ensaios clinicos
(EMEA/CHMP/ICH/449035/2009) (99).

Caso o dispositivo de administracdo e/ou excipientes ndo tenham sido
aprovados para o uso clinico de um MTG, sdo necessarios estudos que permitam
avaliar a contribuicdo destes para a atividade e biodistribuicio do MTG. Se tiverem
sido aprovados, mas para um MTG diferente, devem ser desenhados estudos que

permitam completar os dados existentes (EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006) (90).



A administracdo concomitante de outros farmacos deve ser investigada caso a
caso, quando podem afetar a transfecdo/ transducdo/ infecdo, tropismo e eficicia do
vetor, expressdo do gene terapéutico, atividade bioldgica das proteinas expressas e
distribuicdo tecidual do vetor. Para além disso a inflamacdo ou libertacdo de citocinas
no figado pode afetar o metabolismo hepdtico dos produtos farmacéuticos

administrados em simultaneo (EMA/CAT/80183/2014) (82).

5.2.1.2. Desenvolvimento clinico de produtos de terapia génica

Geralmente, as regras de desenvolvimento clinico que se aplicam a qualquer
outro medicamento também se aplicam aos MTG. Para novas indicacdes/ condi¢Ges
terapéuticas, onde existe orientacdo limitada, é recomendavel recorrer as
autoridades reguladoras nacionais e/ou EMA para o aconselhamento cientifico sobre
o desenvolvimento clinico (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Os estudos farmacocinéticos desenvolvidos na fase clinica vdo depender de
caso para caso, dependendo das caracteristicas especificas do MTG. Contudo é
expectavel que sejam desenvolvidos (EMA/CAT/80183/2014) (82):

e Estudos de excrec¢ao e o risco de transmissao a terceiros devendo ser
acompanhados por uma avaliacdo do risco ambiental, salvo algumas
excecoes, tendo em conta o tipo de MTG;

e Quando possivel, devem ser realizados estudos que permitam avaliar a
persisténcia, clearance e mobilizacdo do vetor de terapia génica. Os
estudos de biodistribuicdo devem abordar o risco de transmissao
germinativa;

e Estudos farmacocinéticos do medicamento e do gene terapéutico.

O momento exato da realizacdo dos estudos de excrecdo vai depender do tipo de

produto viral/vetor e da populacdo de doentes, por isso deve ser discutido com as

autoridades reguladoras. Caso sejam obtidos dados suficientes sobre a excrecdo durante as

fases iniciais do ensaio clinico, pode justificar a auséncia da analise de excrecdo nos ensaios

clinicos confirmatoérios (EMEA/CHMP/ICH/449035/2009) (99).

Quando se observa excrecdo devem ser realizados estudos que permitem avaliar o

risco de potencial transmissdo a terceiros e o risco para o meio ambiente. Caso estes
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estudos ndo sejam realizados deve ser justificado o motivo. Na presenca de risco de
excrecdo através do liquido seminal, devem ser utilizados dois métodos contracetivos,
incluindo um método contracetivo de barreira (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Como referido anteriormente, durante o desenvolvimento pré-clinico a amostragem
€ mais frequente nos primeiros dias ap6s a administracdo, tornando-se menos frequente ao
longo do tempo. A colheita de amostras deve ser realizadas até se obter varias amostras
negativas consecutivas. Caso o virus/vetor derive de um virus wild-type que apresente
laténcia, pode ser dificil detetar excrecdo nos periodos de reativacdo, e por isso é
recomendavel discutir a situagdo com a autoridade reguladora regional
(EMEA/CHMP/ICH/449035/2009) (99).

Se 0 ensaio realizado para avaliar a excre¢do ndo permitir distinguir o virus/vetor
intacto de degradado ou ndo infecioso, entdo ndo é possivel perceber qual o risco associado
a transmissdo. Deste modo, pode ser necessario realizar ambos os ensaios PCR quantitativos
e ensaios de infecciosidade. Quando sdo realizados testes que ndo permitem distinguir o
estado do virus/vetor (intacto, degradado ou ndo infecioso), presume-se que o material
excretado é infecioso (EMEA/CHMP/ICH/449035/2009) (99).

Nos estudos de biodistribuicdo deve ser tido em considerac¢do a via de administracao,
células/ érgdos alvo, tipo de vetor, cinética da virémia, viabilidade clinica e aceitabilidade
ética. As técnicas invasivas podem nem sempre ser viaveis e eticamente aceitaveis, deste
modo a utilizacdo de técnicas menos invasivas podem ser Uteis no estudo na dissemina¢ao
do MTG (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Quando sdo utilizados MTG com vetores virais que apresentam replicagdo
competente, os doentes devem ser monitorizados para avaliar possiveis sinais clinicos de
infecdo produtiva devido a replicacdo do vetor ou de sinais de disseminacdo indesejada
(EMA/CAT/80183/2014) (82).

Nos estudos farmacocinéticos, se apropriado, pode ser determinado a concentragao
minima eficaz e o tempo de semi-vida do produto terapéutico. Para além disso, deve ser
investigada a correlacdo entre os niveis e duragdo da expressdo e eficacia/ seguranca clinica
(82).

Diferencas na cinética e a influéncia de polimorfismos genéticos na eliminagdo dos
produtos de expressao génica (por exemplo, enzimas ou pro-farmacos) devem ser tidos em

consideracdo (EMA/CAT/80183/2014) (82).
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Os estudos farmacodinamicos sdo realizados para avaliar a funcdo e/ou expressao da
sequéncia terapéutica. Por isso, os marcadores farmacodindmicos selecionados devem
refletir a eficacia terapéutica do produto. Estes marcadores devem estar relacionados com o
beneficio clinico (EMA/CAT/80183/2014) (82).

A selecdo da dose deve ser baseada no desenvolvimento pré-clinico do produto e
deve estar relacionada com a poténcia do produto. Quando ndo é possivel determinar a
dose, a dose minima efetiva e a dose maxima toleravel pode fornecer informacdo sobre a
relacdo ente a exposicdo e o efeito, sendo que a dose proposta tem que ser justificada
através de dados cientificos (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Antes de ser iniciada uma terapéutica, deve ser avaliada a resposta imunitaria ao
gene terapéutico e a imunidade pré-existente ao vetor, uma vez que infe¢cdes prévias/
vacinacdo podem afetar a seguranca e eficacia do MTG e, determinar se é necessario utilizar
imunossupressdo (EMA/CAT/80183/2014) (82).

Os estudos de eficacia devem demonstrar a eficacia na populagdo alvo, suportar a
posologia proposta e avaliar a duracdo do efeito terapéutico do medicamento. Para avaliar a
eficacia do MTG, idealmente devem ser realizados estudos controlados aleatorizados e
cegos. Quando isto ndo é possivel, o requerente deve justificar a abordagem cientificamente
(EMA/CAT/80183/2014) (82).

A duracdo do follow-up deve refletir a duragdo do tratamento, ou seja, a persisténcia
e funcionalidade do gene terapéutico. O follow-up pode apenas ser concluido apds a
comercializacdo (por exemplo, quando é expectavel uma expressdo do gene terapéutico a
longo prazo) (EMA/CAT/80183/2014) (82).

A seguranca clinica deve ser avaliada tendo em conta os riscos associados ao
procedimento de administracdo (métodos ndo invasivos versus invasivos), utilizacdo de
anestesia local ou geral, ou a utilizacdo de terapia imunossupressora e quimioterapia.
Quando sdo utilizados dispositivos médicos deve ser avaliada e explicada a sua utilizacdo
(EMA/CAT/80183/2014) (82).

Durante os estudos de farmacovigilancia deve-se avaliar a perda de eficacia,
especialmente durante o follow-up a longo prazo de doentes tratados com um MTG
(EMA/CAT/80183/2014) (82).

Como referido anteriormente, os MTG representam a classe de ATMPs com mais

medicamentos aprovados. Atualmente existem 14 MTG autorizados na UE (Tabela 5.2),
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sendo Kymriah®, Yescarta® Tecartus®, Abecma® Breyanzi® e Carvykti™ terapias dos

recetores antigénicos quiméricos para células T (CAR-T Cells, do inglés Chimeric Antigen

Receptor T-cells) referidos na Tabela 5.4.

Tabela 5.2- Medicamentos de terapia génica aprovados pela EMA (2009 — abril 2023).

Nome Descricao Indicagdo terapéutica Dat? de" Observagoes
autorizagao
Doentes adultos diagnosticados
com deficiéncia da LPL e com crises
graves ou repetidas de pancreatite
. . apesar das restrigdes de gordura na @ AIM n3o
Contém uma variante do gene ; ) L
Glybera® (@ . dieta. O diagndstico tem de ser renovada (AIM
. LPL humano num vetor derivado X , 10/2012 .
(alipogene ) , confirmado através de um teste terminou em
. do serotipo 1 do virus s ® . (31)
tiparvovec) adenoassociado (AAV1) (29) genético, sendo o Glybera® restrito outubro de
' a doentes com niveis detetaveis da 2017) (31)
proteina LPL (29).
Consiste no virus herpes simplex
do tipo 1 atenuado, resultante da
delecdo funcional de 2 genes Tratamento de adultos com
Imlveic® (ICP34.5 e ICP47) e da insergdo melanoma ndo ressecavel com
(talirrzlf ene de uma sequéncia codificada metdastases locais ou a distancia 12/2015
& para o fator estimulador de (Estadio llIB, lIC e IVM1a), que ndo (31)
laherparepvec) - . 3 .
coldnias de granuldcitos-  dsseas, cerebrais, pulmonares ou
macrofagos (GM-CSF, do inglés outras viscerais (100).
Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) (100).
Células autdlogas CD34* Tratamento de doentes com
transduzidas com vetor retroviral imunodeficiéncia combinada grave
que codifica a sequéncia de DNA por deficiéncia de adenosina
Strimvelis® complementar da adenosina desaminase (ADA-SCID), para os 05/2016
desaminase (ADA) humana a quais ndo estd disponivel um dador (31)
partir de  células (CD34*) familiar adequado de células
estaminais/ progenitoras  estaminais compativel (101).
hematopoéticas humanas (101).
Tratamento de doentes adultos e
Consiste em um vetor derivado ped.|atr|cos C°"7 pefda de .v.|sao
. . devida a  distrofia  retiniana
Luxturna® do serotipo 2 do virus hereditaria causada por mutagdes
. adenoassociado  (AAV2) para 11/2018
(voretigene . P em ambos os alelos do gene RPE65
transportar a proteina do epitélio ) . (31)
neparvovec) . . confirmadas e que tenham células
pigmentado da retina humana de vidveis da retina suficientes
65 kilodanton (hRPE65) (102).
llodanton ( 1(102) (102,103).
3 L Tratamento de doentes com idade
Células estaminais )
- . >12 anos com P talassemia
hematopoiéticas autdlogas -
. e dependente de transfusdes, que
Zynteglo® ) geneticamente modificadas, n3o tém um gendtipo B° /B0, para BIAIM retirada
(betibeglogene enriquecidas com células CD34%, 0s quais o transplante de clélulas 05/2018 em margo de
glog transduzidas com vetor lentiviral q P (31) ¢

autotemcel)
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codificando o gene da BATEQ —
globina (104,105).

estaminais  hematopoiéticas €
adequado, mas ndo esta disponivel
um dador compativel (104).

2022 (31)



Zolgensma®
(onasemnogene
abeparvovec)

Libmeldy®
(atidarsagene
autotemcel)

Skysona® ()
(elivaldogene
autotemcel)

Upstaza®
(eladocagene
exuparvovec)

Roctavian®
(valactocogene
roxaparvovec)

Hemgenix®
(etranacogene
dezaparvovec)

Vetor recombinante do serotipo 9
do virus adenoassociado (AAV9)
recombinante ndo replicante
contendo o DNA complementar
do gene humano SMN, ou seja,
contém uma copia funcional
deste gene. (106,107)

Populagdo autodloga,
geneticamente modificada,
enriquecida com células CD34*,
que contém células estaminais e
progenitoras hematopoiéticas
transduzidas ex vivo utilizando
um vetor lentiviral expressando o
gene da arilsulfatase A (ARSA)
humana (108).

Populagdo autdloga
geneticamente modificada,
enriquecida com células CD34*,
que contém células estaminais
hematopoiéticas transduzidas ex
vivo com  vetor lentiviral
codificando o DNA complementar

ABCD1 para proteina  da
adrenoleucodistrofia humana
(109).

Vetor recombinante do AAV2 que
contétm o DNA complementar
que codifica a enzima L-
aminodcido aromatico
descarboxilase (AADC) (110,111)

Vetor recombinante do serotipo 5
do virus adenoassociado (AAV5)
que contém o DNA
complementar do gene da forma
SQ do fator VIII da coagulagdo
humana com o dominio B
eliminado sob controlo de um
promotor hepatico especifico
(112).

Vetor recombinante do AAV5 que
permite entregar uma copia
funcional do gene humano do
Fator IX da coagulagdo (113).

Tratamento de:

- doentes com atrofia muscular
espinal (AME) 59 com uma
mutagdo bialélica no gene SMN1 e
um diagndstico clinico de AME de
Tipo 1

- doentes com AME 5g com uma
mutagdo bialélica no gene SMN1 e
até 3 copias do gene SMN2 (107).
Tratamento da leucodistrofia
metacromatica caracterizada por
mutagbes bialélicas no gene ARSA
que levam a uma redugdo da
atividade enzimatica da ARSA (108):
- em criangas com a forma infantil
tardia ou juvenil precoce, sem
manifestag¢des clinicas da doenga;

- em criangas com a forma juvenil
precoce, com manifestagoes
clinicas precoces da doenga, que
ainda tém a capacidade de andar
de forma auténoma e antes do
inicio do declinio cognitivo (108).

Tratamento da adrenoleucodistrofia
cerebral precoce em doentes com
idade < 18 anos, com uma mutagdo
no gene ABCD1 e para 0s quais ndo
esteja disponivel um dador de
células estaminais hematopoiéticas
compativel (109).

Tratamento de doentes com >18
meses de idade com um
diagndstico clinico, molecular e
geneticamente  confirmado da
deficiéncia da enzima AADC com
um fenoétipo grave (110).

Tratamento de hemofilia A grave
(deficiéncia congénita do fator VIIl)
em doentes adultos sem
antecedentes de inibidores do fator
VIIl e sem anticorpos detetaveis
contra o AAVS5 (112).

Tratamento de Hemofilia B grave e
moderadamente grave (deficiéncia
congénita do Fator IX) em doentes
adultos sem histérico de inibidores
de Fator IX (113).

05/2020
(31)

12/2020
(31)

07/2021
(31)

07/2022
(31)

08/2022
(31)

02/2023
(31)

©AIM retirada
em novembro

de 2021 (31)
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5.2.2 Consideragoes sobre medicamentos com virus oncoliticos

Os virus oncoliticos destinam-se a replicar seletivamente em tecidos tumorais,
destruindo os tecidos sem causar danos excessivos nos tecidos normais. Inicialmente, estes
virus foram observados em estudos clinicos, nos quais se observou a regressdo de tumores
devido a infe¢Ges virais ou vacinas com virus vivos. Apds varios estudos, constatou-se que
alguns virus (por exemplo, herpes simplex, poxvirus, adenovirus) podiam ser muito
promissores no tratamento oncolégico (EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

Apds modificagBes genéticas, os virus podem replicar-se seletivamente e lisar células
tumorais (Figura 5.7). Existem varias modificacdes que permitem atingir estes objetivos, tais
como (EMEA/CHMP/ICH/607698/2008)(114):

e Mutacdo de genes virais essenciais para a replicacdo em células normais;
e Controlo da expressdo génica através de promotores especificos do tumor;
e Alteracdo do tropismo celular e/ou processo de entrada na célula;

e Incorporagdo de transgenes no genoma viral.

E importante conhecer a seletividade dos virus oncoliticos nas células tumorais antes
da utilizacdo em ensaios clinicos. Estes virus devem ser submetidos a testes in vitro para
avaliar a citotoxicidade e/ou replicacdo em linhas celulares tumorais/ permissivas e nao
permissivas (que por definicdo, sdo linhagens em que a infe¢do viral ndo replica e/ou ndo
gera prégenia infeciosa). A seletividade ndo é considerada uma medida direta da poténcia
para estes produtos, uma vez que um teste de poténcia deve medir ou correlacionar a
atividade bioldgica dos virus oncoliticos (EMEA/CHMP/ICH/607698/2008)(114).

Devem ser realizados testes que permitam avaliar possiveis variantes moleculares
dos virus, pois estas variantes podem apresentar uma seletividade de replicacdo ou perfil
oncolitico diferente do pretendido. Por isso, é importante demonstrar a estabilidade

genética do produto (EMEA/CHMP/ICH/607698/2008)(114).
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Figura 5.7 — Mecanismo de ac¢do dos virus oncoliticos, adaptado de (115). Os virus oncoliticos conseguem
infetar, replicar e lisar seletivamente as células tumorais. Apds infegdo com um virus oncolitico, o virus replica
nas células tumorais provocando a sua lise e infegao das células tumorais vizinhas. As células normais mantém-
se preservadas pois ndo ocorre replicagdo viral nestas.

Os testes para avaliar a contaminacdo de microrganismos podem ser dificeis de
executar nestes produtos, uma vez que os virus oncoliticos podem replicar e causar falsos
positivos. Para ultrapassar este desafio, podem ser utilizados anticorpos especificos para
neutralizar os virus oncoliticos antes da realizacdo dos testes in vivo e in vitro. Se ndo
existirem anticorpos disponiveis para realizar o teste, podem ser realizados testes em
simultdneo com um grupo de células infetadas com o virus oncolitico e um grupo de células
controlo (células tratadas com as mesmas condicOes e reagentes das células tratadas com
virus oncolitico, com a excecdo de que ndo sdo expostas ao produto viral)

(EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).
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5.2.2.1. Desenvolvimento pré-clinico de medicamentos com virus oncoliticos

Nos estudos pré-clinicos deve ser utilizada a construgdo do virus oncoliticos
destinado a utilizagcdo nos ensaios clinicos de modo a mimetizar ao maximo a utilizacdo do
medicamento e, podem ainda ser considerados resultados de estudos anteriores com virus
gue apresentam caracteristicas semelhantes ao virus oncolitico em estudo
(EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

Devem ser realizados estudos in vitro para avaliar a seletividade em células normais e
tumorais, a expressdao génica seletiva, citotoxicidade e replicacdo viral, antes de serem
utilizados modelos animais. Para além disso, a PoC e o mecanismo de acdo podem ser
demonstrados tanto em modelos in vivo como em modelos in vitro
(EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

Os estudos de biodistribuicdo avaliam a disseminacdo nos 6rgaos alvo e ndo alvo, e
devem ser realizados através de ensaios NAAT. E também importante compreender o
potencial de infecciosidade do virus oncolitico administrado e quantificar os titulos virais
e/ou niveis de acidos nucleicos virais, uma vez que os virus administrados apresentam
replicacdo competente e por isso podem infetar e replicar em tecidos normais. A presenca
de sequéncias do genoma viral ou expressdo do transgene em tecidos ndo alvo em niveis
significativos deve conduzir a uma andlise mais aprofundada do tecido
(EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

A avaliacdo da excrecdo viral em modelos animais permite monitorizar os efeitos
adversos a longo prazo, nos ensaios pré-clinicos e clinicos, uma vez que uma das principais
preocupacOes da utilizacdo de virus oncoliticos é o potencial de exposicdo que pode

conduzir a transmissdo humano para humano (EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

5.2.2.2. Desenvolvimento clinico de medicamentos com virus oncoliticos

Nas fases iniciais dos ensaios clinicos existem muitas questGes para as quais ainda
ndo existe resposta devido a complexidade destes medicamentos e as limitacGes dos
modelos animais. Devido a falta de informacdo é necessario ter precau¢do nas dosagens
inicias e vias de administracdo, sendo frequente comecar com uma injegao intratumoral, de

seguida para uma administracdo local e posteriormente administracdo sistémica. A via de
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administracdo selecionada deve ser justificada com base nos dados pré-clinicos obtidos
(EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

Para monitorizar os niveis dos virus oncoliticos sao utilizados ensaios de
infecciosidade e técnicas de PCR. A monitorizacdo deve ser feita com uma frequéncia e
duracdo suficiente que permita a detecdo de uma possivel replicacdo viral em tecidos
permissivos (EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

A avaliacdo da presenca e/ou distribuicdo do virus oncolitico no interior do tumor
pode ser conseguida através de uma biopsia ou resseccdo do tumor, quando possivel
(EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

A imunidade prévia ao virus pode influenciar a via de administracdo, regime
terapéutico e a necessidade de administracdes sucessivas. No entanto, apesar da imunidade
poder conferir uma potencial seguranca contra a virémia excessiva, pode interferir com o
objetivo de propagacdo do virus (114).

Apesar de ndo se compreender qual o impacto da transmissdo a terceiros, deve-se
ter precaugdo para minimizar a exposicdo a outras pessoas, sobretudo pessoas
imunocomprometidas. Deste modo, os estudos pré-clinicos de excrecdo viral podem ser
Uteis na preparacao para os estudos clinicos e na avaliacdo de métodos de detecdo viral

(EMEA/CHMP/ICH/607698/2008) (114).

5.2.2.3.Medicamentos de terapia génica com virus oncoliticos aprovados e
em ensaios clinicos

Em 2015, foi aprovado o primeiro e Unico, até ao momento, medicamento com virus
oncoliticos pela EMA, o Imlygic® (talimogene laherparepvec). O uso de Imlygic® é
recomendado para o tratamento de doentes adultos com melanoma, que ndo pode ser
removido cirurgicamente e que se espalhou para outras areas do corpo, sem afetar os ossos,
cérebro, pulmao ou outros 6rgdos internos (116,117).

O Imlygic® é derivado do virus herpes simplex-1, que foi modificado geneticamente
para infetar e replicar nas células tumorais e produzir o GM-CSF (Figura 5.8). Esta proteina
estimula o sistema imunitario do doente a reconhecer e destruir as células tumorais. Cada
vez que uma célula tumoral morre, sdo libertadas varias cdépias do virus na corrente
sanguinea, o que permite infetar mais células tumorais. Apesar de conseguir entrar nas

células saudaveis, o Imlygic® ndo se consegue replicar nestas células nem provocar a sua
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morte. E recomendado que o Imlygic® seja injetado diretamente nas células tumorais

(100,116,117).
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Figura 5.8 - Mecanismo de ag¢do do Imlygic®, adaptado de (118). O Imlygic® infeta e replica seletivamente as
células tumorais e provoca a libertagao de GM-CSF pelas células. GM-CSF vai estimular o sistema imunitario do
doente a destruir as células tumorais.

Apesar de soO existir um medicamento aprovado com virus oncoliticos, o
desenvolvimento pré-clinico e clinico destes medicamentos estd a crescer a um ritmo
exponencial, devido ao potencial que estes podem apresentar para melhorar o resultado
terapéutico das diferentes op¢cbes de tratamento, como a radioterapia, quimioterapia e
imunoterapia. Por vezes estes medicamentos sdo estudados em combinacdo com outras
terapéuticas anticancerigenas ja existentes (Tabela 5.3) (119).

A informacdo e interpretacdo dos resultados obtidos durante os ensaios clinicos deve
ser feita com cautela devido ao tamanho reduzido da amostra, no entanto os relatérios
obtidos sugerem que os virus oncoliticos podem tornar-se uma opg¢ao no tratamento do

cancro, num futuro préximo (119).
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Tabela 5.3 - Ensaios clinicos com virus oncoliticos, adaptado de (119).

Virus Via de L L Identificagao
. .. o Combinacao Indicagao Fase ; Estado
oncoliticos administragao do Ensaio
DNX2440 Injecdo Glioblastoma
(Ad5-A24-RGD/ . Nenhuma Fase | Terminado
oX40L) estereotaxica recorrente NCT03714334 (120)
ORCA-010 _ Injegao Nenhuma Adenocarcinomada .\, \croagezoor A TECTURN
Adenovirus intratumoral prostata (121)
LOAd703 Iniecio
(oAd/CD40L e 4- . Jec Atezolizumab Melanoma maligno Fase I/Il NCT04123470  Ativo (122)
BBL) intratumoral
RP3 _ Injegao Nivolumab Tumores sélidos Fasel  NCT04735978 A recrutar
intratumoral (123)
OH2 Injecdo A recrutar
Herpes (rHSV2hGM- e | Nenhum Cancro do pancreas  Fasel/ll  NCT04637698 1od
simplex CSF) intratumora (124)
_— Cancro colorretal
Injecao metastizado ao
NV1020 |ntrahepa‘nca Nenhum figado Fase | NCT00012155 Completo
arterial (125)
Cancro do ovario
Injecdo . recorrente ou Fase l, Completo
GL-ONC1 intraperitoneal  Dcacizumab refratario Fasell  NCT02759588 (126)
Vaccini TG6002 (VW TK Injecio Tumor
accinia - ) . )
RR-FCU1) intravenosa Flucitosina gastrointestinal Fase I/l \cros7oa071  TErMinado
avangado (127)
Pexa-Vec (JX- Injecdo . Carcinoma Completo
594) intratumoral Sorafenib hepatocelular Fase Ill NCT02562755 (128)

5.2.3 Medicamentos que contém células geneticamente modificadas

Todos os medicamentos que utilizem células geneticamente modificadas para uso

humano, independentemente se a modificacdo foi realizada para fins terapéuticos ou nao,

como é o caso da geracao de iPSCs. As modificacGes genéticas podem ser obtidas por varios

métodos, nomeadamente através de ferramentas de edicdo do genoma ou adi¢cdo de genes,

vetores virais e ndo virais. Estas modificacdes devem ser sempre realizadas de acordo com

um processo de producgdo validado (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

A modificacdo das células constitui um ponto de controlo critico, uma vez que é uma

etapa no processo de fabrico que é afetada por varios fatores, tais como as caracteristicas

das células-alvo (células em divisdo ou quiescentes, células que crescem aderentes ou em

suspensdo, linhas celulares imortalizadas ou culturas primarias, nUmero de passagens da

linha celular), caracteristicas da cultura de células, tipo e quantidade de vetor utilizado para
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modificar as células, tempo de incubagcdo com o vetor e constituintes do meio de cultura
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

As células utilizadas podem apresentar vérias origens, ou seja, podem ser de origem
humana (autdlogas ou alogénicas) ou de origem animal (células xenogenéticas). A Guideline
on quality, non-clinical and clinical aspects of medicinal products containing genetically
modified cells (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) ndo abrange as células de
origem microbiana modificadas (129).

As células geneticamente modificadas podem por si s6 constituir um medicamento
ou podem ser combinadas com dispositivos médicos, sendo que as substancias adicionais
(por exemplo, matrizes, biomateriais, biomoléculas e/ou outros componentes) devem ser
consideradas como matérias-primas, mesmo que n3do sejam de origem bioldgica. De acordo
com o uso pretendido do medicamento, devem ser classificados de acordo com a Guideline
on human cell-based medicinal products (EMEA/CHMP/410869/2006) (38,129).

As matérias-primas utilizadas na producdo de células geneticamente modificadas,
assim como nos produtos de edicdo genética, devem qualificadas cuidadosamente do modo
a garantir um processo de producao consistente. Os dados exigidos para cada uma das
matérias-primas utilizadas sdo os mesmos para os medicamentos a base de células e
medicamentos de terapia génica (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

O processo de producdo de medicamentos que utilizem células geneticamente
modificadas engloba etapas para a producdo de medicamentos a base de células e produtos
de terapia génica. Tal como outros ATMPs, os riscos de producdo diferem de acordo com o
tipo de produto, natureza/caracteristicas das matérias-primas e nivel de complexidade do
processo de producdo. Dependendo das caracteristicas das matérias-primas pode ser
necessario realizar testes adicionais no processo de producdo do medicamento
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Uma das principais preocupacdes das células geneticamente modificadas por vetores
virais é a possibilidade das particulas virais infetarem células e se replicarem, produzindo
novas particulas virais. Deste modo, deve ser demonstrada a auséncia de replicacdo de virus
competentes durante todo o processo de producdo das células geneticamente modificadas,
através de ensaios validos e sensiveis. Para além disso, de acordo com as matérias-primas
utilizadas deve ser implementado e descrito um programa de testes adequados,

proporcionais aos riscos do medicamento, assim como uma avaliacgdo de risco que
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contemple a geracdo de potencial replicacdo de virus competentes durante o processo de
fabrico (129).

A preparacdo das células e as etapas da cultura do processo de producdo de fabrico e
controlo devem seguir os principios descritos na Guideline on human cell-based medicinal
products (EMEA/CHMP/410869/2006) (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 - corr)
(38,129).

Durante o desenvolvimento destes produtos geneticamente modificados, pode ser
necessario fazer alteracbes no processo de produgdo do proprio produto ou a nivel da
producdo de matérias-primas (por exemplo, vetor viral ou fonte celular) que podem afetar a
gualidade e a seguranca do produto final. Deste modo, é importante que todas as alteracoes
efetuadas durante o desenvolvimento dos produtos sejam identificadas e descritas
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Quando ocorrem mudancas no processo de producao dos produtos ou dos materiais
€ necessario avaliar o impacto em todos os pontos criticos do processo a jusante da
mudanca até ao produto final. Devem ser realizados estudos de comparabilidade para
comparar os produtos antes e depois da mudanca, e avaliar o impacto de qualquer diferenca
ao nivel da seguranca e eficacia do produto. A demonstracdo de comparabilidade indica que
os atributos pré- versus pos-alteracdo sdo comparaveis e que ndao apresentam impacto
negativo na seguranca e eficacia do medicamento. Se se verificar que as altera¢gdes podem
levar a efeitos indesejaveis na seguranca e eficacia do produto, devem considerar-se estudos

pré-clinicos e/ou clinicos adicionais (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

5.2.3.1. Desenvolvimento pré-clinico de produtos que contém células
geneticamente modificadas

Existem varios motivos para se recorrer as células geneticamente modificadas como
terapéutica, como por exemplo, tratamento de uma doenga genética devido a um gene
mutado ou melhoria de uma funcdo celular. Dependendo do propdsito da modificacdo
genética, os estudos farmacodindmicos devem ser adaptados de modo a avaliar esse
propdsito. Por isso, a modificacdo genética e o modo de agdo esperado devem ser
claramente identificados (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Os estudos pré-clinicos, sempre que possivel, devem ser realizados para justificar a

selecdo da dose para os ensaios clinicos, via de administracdo e modo de utilizac3do.
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Idealmente, devem ser realizados com lotes de células geneticamente modificadas
produzidos e com qualidade controlada de acordo com o processo de producdo em vigor
para os estudos clinicos (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Sempre que possivel, os testes em animais devem ser substituidos por estudos in
vitro ou ex vivo. S3o incentivadas abordagens que ndo utilizem animais, quando
apropriado e aplicavel, utilizando modelos a base de células e tecidos, incluindo modelos
2D e 3D, organoides e modelos in silico (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr)
(129).

Independentemente do tipo de modificacdo genética, o efeito esperado deve ser
confirmado a nivel celular. Pode incluir estudos que avaliem as mudancas
especificamente no genoma das células, avaliacdo da expressdo genética enddgena apds
a introducdo das sequéncias reguladoras exdgenas ou avaliacdo da expressdo de
gene/transgene e avaliacdo da atividade dos genes inseridos
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Devem ser fornecidos estudos de PoC que auxiliem a avaliacdo do potencial efeito
clinico e/ou comprovem o modo de a¢do antecipado. Pode ndo ser viavel demostrar a
PoC in vivo deste tipo de produtos em modelos animais (EMA/CAT/GTWP/671639/2008
Rev. 1 —corr) (129).

Os estudos farmacocinéticos devem permitir avaliar a biodistribuicdo, persisténcia e
estabilidade das células (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Os parametros toxicoldgicos podem ser avaliados em estudos in vitro e/ou in vivo,
sendo que estes devem ser desenvolvidos para investigar quaisquer efeitos adversos
induzidos pelas células geneticamente modificadas. Neste tipo de produtos, deve-se ter
em atencdo a toxicidade relacionada com a expressdo do gene terapéutico/transgene,
risco de mutagénese por inser¢do, mobilizacdo e recombinacdo de vetores e ainda,
aspetos particulares relacionados com o tipo de produto (EMA/CAT/GTWP/671639/2008
Rev. 1 —corr) (129).

A expressdo do gene terapéutico/transgene pode provocar efeitos toxicos induzindo
efeitos adversos. Deste modo é importante avaliar in vitro os potenciais efeitos
toxicoldgicos para garantir que as células geneticamente modificadas mantém as suas
funcbes e ndo adquirem caracteristicas que possam influenciar a sua funcionalidade in

vivo (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).



O risco de mutagénese por inser¢do esta sobretudo relacionado com a utilizacdo de
vetores virais que sofrem integracdo no genoma das células. Por isso, existem varios
fatores a ter em consideracdo de modo a reduzir o risco de oncogénese por insercao,
nomeadamente o perfil de inser¢cdo do vetor escolhido, o desenho do vetor incluindo a
escolha das sequéncias promotoras e ativadores, o nimero de cépias do vetor entregue
por célula, o produto génico/transgénico e a populacdo de células-alvo. Para uma
integracdo direcionada das sequéncias do vetor num local pré-definido, o local de
integracdo escolhido deve ser seguro (ou seja, evitar a integracdo do vetor perto de
regioes criticas como é o caso dos proto-oncogenes) e a especificidade da integracdo

alvo deve ser avaliada (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Consideragoes especificas no desenvolvimento pré-clinico para algumas classes de
medicamentos

Os produtos que contém células geneticamente modificadas incluem as CAR-T Cells,
produtos a base de iPSCs e produtos derivados da edicdo do genoma

(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

e (Células do Sistema imunitario (CAR-T cells, T cell receptor (TCR, do inglés T
cell receptor) modified T-cells, NK T-cells)
Neste tipo de medicamentos é necessario avaliar a toxicidade no alvo/fora do
tumor num modelo animal adequado ou através de uma abordagem
alternativa, utilizando métodos in silico e in vitro. A abordagem alternativa
deve incluir analises mais aprofundadas da expressdo do antigénio alvo em
orgdos, tecidos e células humanos (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 -
corr) (129).
A expressdo do antigénio alvo, normalmente é realizada com recurso a andlise
a células e tecidos de individuos saudaveis. Deve ser confirmada a expressao
do antigénio especifico no tumor das células-alvo e para além disso, devem
ser realizados testes in vitro de reconhecimento pelas células geneticamente
modificadas (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).
Se o TCR apresentar alguma probabilidade de reatividade cruzada, devem ser

realizados testes in silico de modo a avaliar a reatividade cruzada. Se durante
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estes testes forem identificados peptideos que podem desencadear uma
reagdo cruzada, as células que expressam a proteina correspondente e/ou
gue apresentam este peptideo devem ser analisadas. Quando a reatividade
cruzada ndo pode ser descartada, deve ser realizada uma avaliacdo de risco
com base no padrdo de expressdo da proteina correspondente ao peptideo
potencialmente reativo e na afinidade do TCR para o peptideo
potencialmente reativo (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).
Deve ser realizado um screening que permita avaliar potenciais reacdes
cruzadas do TCR com outros alelos do antigénio leucocitario humano (HLA, do
inglés Human leukocyte antigen) (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 —
corr) (129).

A maioria das terapias génicas aprovadas sdo de células autdlogas
transduzidas ex vivo, ou seja, terapias CAR-T cells. As terapias aprovadas na
UE sdo Kymriah®, Yescarta®, Tecartus®, Abecma® Breyanzi® e Carvykti™
(Tabela 5.4) (130). Estes medicamentos constituem uma nova abordagem
inovadora e personalizada para os doentes oncoldgicos, uma vez que as
proprias células dos doentes s3do geneticamente manipuladas e
posteriormente re-injetadas no organismo para eliminarem as células
tumorais (Figura 5.9). As opc¢Oes terapéuticas disponiveis para o tratamento
de Linfomas Ndo Hodgkin agressivos refratarios ou em recaida ap6s duas ou
mais linhas terapéuticas sdo limitadas e por isso, estes novos medicamentos

trouxeram uma nova esperanca para estes doentes (131,132).
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consiste num tratamento no qual as células do doente sdo geneticamente modificadas, permitindo que estas
se liguem a antigénios especificos das células tumorais, e consequentemente provoquem a morte das células
tumorais. 1) O primeiro passo consiste na colheita de sangue do doente para obter células T. 2) Seguidamente
ha inser¢do do gene para o CAR e consequente producgdo das CAR-T cells no laboratério. 3) Subsequentemente
procede-se a expansao celular, ocorrendo a producgdo de milhdes de CAR-T cells 4) para posteriormente serem
re-injetadas no doente por via intravenosa. 5) As CAR-T cells vdo se ligar aos antigénios das células tumorais,
promovendo a sua morte.
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Tabela 5.4 - Terapias CAR-T cells aprovadas na UE.

Nome Descrigao Indicagdo terapéutica Dat? de~
autorizacao
Células autdlogas geneticamente
modificadas que contém células T Tratamento de doentes adultos com linfoma de
transduzidas ex vivo utilizando um vetor células B de alto grau, linfoma difuso de grandes
Yescarta® retroviral que expressa um CAR anti-CD19  células B, linfoma primario do mediastino de
(axicabtagene composto por um fragmento varidvel de grandes células B ou linfoma folicular recidivante  08/2018 (31)
ciloleucel) cadeia Unica (scFv) de murganho anti-CD19 ou refratario apds duas ou mais linhas de
ligado ao dominio co-estimulador CD28 e terapéutica sistémica (130,132,134)
ao dominio sinalizador CD3-zeta
(130,132,134).
Tratamento de:
-Doentes pediatricos e jovens adultos > 25 anos
. . . de idade com leucemia linfobldstica aguda de
Imunoterapia celular que contém células T ) .. . i
Kymriah® autdlogas, geneticamente modificadas ex células B refrataria, em recidiva apds transplante 08/2018 (31)

(tisagenlecleucel)

Tecartus®
(brexucabtagene
autoleucel)

Abecma®
(idecabtagene
vicleucel)

Breyanzi®
(lisocabtagene
maraleucel)

Carvykti™
(ciltacabtagene
autoleucel)
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vivo utilizando um vetor lentiviral
codifica um CAR anti-CD19 (130,135).

que

Imunoterapia celular que contém células T
autdlogas, geneticamente modificadas ex
vivo utilizando um vetor retroviral que
codifica um CAR anti-CD19 composto por
um scFv anti-CD19 ligado ao dominio co-
estimulador CD28 e ao dominio sinalizador
CD3-zeta (130,136).

Células T autdlogas modificadas
geneticamente  com lentivirus  que
codificam um CAR que reconhece o

antigénio de maturagdo de células B
(130,137).

Células autdlogas, geneticamente
modificadas, direcionado para CD19 que
consiste em células T CD8" e CD4*
purificadas. Foram transduzidas
separadamente ex vivo utilizando um vetor
lentiviral incompetente na replicagdo que
expressa um CAR anti-CD19, que
compreende um dominio de ligagdo de um
scFv derivado de um anticorpo monoclonal
de murino especifico para CD-19 e uma
porgdio do endodominio 4-1BB co-
estimulador e os dominios de sinalizagdo
da cadeia CD3 zeta e um recetor do fator
de crescimento epidérmico truncado ndo
funcional (130,138).

Células T autdlogas geneticamente
modificadas com um CAR direcionado ao
antigénio de maturacdo de células B, que
inclui dois anticorpos de dominio Unico
ligados a um dominio coestimulador 4-1BB
e a um dominio de sinalizagdo CD3-zeta
(130,139).

ou em segunda recidiva ou posterior;

-Doentes adultos com linfoma difuso de grandes
células B recidivante ou refratdrio apds duas ou
mais linhas de terapéutica sistémica (130,135).

Tratamento de:

- Doentes adultos com linfoma de células do
manto recidivante ou refratdrio apds duas ou
mais linhas de terapéutica sistémica, incluindo
um inibidor da tirosina cinase de Bruton;

- Doentes adultos com idade igual ou superior a
26 anos com leucemia linfoblastica aguda de
células B precursoras recidivante ou refratdria
(130,136).

Tratamento de doentes adultos com mieloma
multiplo recidivo ou refratario, que receberam
pelo menos 3 terapias, incluindo: um agente
imunomodulador, um inibidor do proteosoma e
um anticorpo anti-CD38, e demonstraram
progressdao da doenga na Ultima terapia
(130,137).

Tratamento de:

- doentes adultos com linfoma difuso de grandes
células B (LDGCB), linfoma de células B de alto
grau, linfoma primario do mediastino de grandes
células B (LPMGCB) e linfoma folicular de grau 3B
(LF3B), que recidivaram nos 12 meses apds a
conclusdo da quimioimunoterapia de primeira
linha ou que sdo refratarios a mesma.

- doentes adultos com LDGCB, LPMGCB e LF3B
refratdrios ou recidivantes, apds duas ou mais
linhas de terapéutica sistémica (130,138).

Tratamento de doentes adultos com mieloma
multiplo recidivante ou refratdrio que receberam
pelo menos 3 terapias, incluindo: um agente
imunomodulador, um inibidor do proteosoma e
um anticorpo anti-CD38, e demonstraram
progressdao da doenga na Ultima terapia
(130,139).

12/2020 (31)

08/2021 (31)

04/2022 (31)

05/2022 (31)



Produtos a base de células derivadas de iPSCs

A utilizacdo de iPSCs pode apresentar risco de mutagénese por insergdo
(dependendo do protocolo de reprogramacdo celular) e oncogenecidade
elevada devido a utilizacdo de vetores que sofrem integracdo em algumas
estratégias de inducdo de pluripoténcia. O risco de formacdo de tumores
pode ser reduzido através da inclusdo de um mecanismo de inducdo de
suicidio (insercdo de genes suicida) nas iPSCs, sendo este mecanismo
confirmado in vivo (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

A reprogramacao das células pode induzir alteracGes epigenéticas nas células,
sendo que os efeitos destas alteracGes ndo sdo totalmente compreendidos.
De modo para avaliar as alteracGes epigenéticas, devem ser realizados
estudos pré-clinicos in vitro e/ou in vivo que demonstrem o comportamento e
a funcdo fisiologica das células a serem administradas nos humanos. Na
possibilidade de serem observadas alteragcbes a nivel genético e/ou
epigenético, o requente deve abordar possiveis problemas de seguranca
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Os estudos de toxicidade devem englobar qualquer efeito adverso provocado
pela administracdo das células (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr)
(129).

As primeiras linhas de iPSCs foram estabelecidas em 2006, sendo os primeiros
ensaios clinicos desenvolvidos em 2014. Apesar disso, é surpreendente que
exista tdo pouco progresso no desenvolvimento de terapias com este tipo de
células. A falta de progressos e de ensaios clinicos nesta area, pode ser
atribuida a instabilidade gendmica revelada nas iPSCs. No entanto, existem
varias terapéuticas a ser desenvolvidas, assim como ensaios clinicos (Tabela
5.5), esperando-se um desenvolvimento e aceitacdo clinica mais prevalente

no futuro (140).
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Tabela 5.5 — Exemplos de ensaios clinicos com iPSCs.

Identificagdo Titulo Fase Condigao o
. Observacgoes
do ensaio
iPSCs autdlogas da linhagem cardiaca para Doenca cardiaca congénita;
NCT05647213 doengas cardiacas congénitas. | coArag'ao unn{entrlcular; A recrutar (141)
Faléncia cardiaca Ill ou IV
Gotas nasais de exossomas derivados de
NCTO5886205  '"oCS Parao tratamento de epilepsia focal | Epilepsia focal refratéria A recrutar (142)
refrataria.
Estudo de fase I/l para o transplante
autdlogo de epitélio pigmentar da retina
NCT04339764 der|va.1d0 d\e iPSCs paraNatroﬁa geografica I Degeneragao macylar A recrutar (143)
associada a degeneragao macular relacionada com a idade
relacionada com a idade.
Seguranca e eficicia de miocardio humano,
derivado de células estaminais
NCT04396899 pluripotentes induzidas, como tecido /1 Insuficiéncia cardiaca A recrutar (144)
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bioldgico de assisténcia ventricular na
insuficiéncia cardiaca terminal.

Produtos a base de células derivados da edigdo genética

Os produtos que contém células modificadas geneticamente por edicdo
genética, ou seja, com recurso a técnicas de edicdo como por exemplo,
CRISPR-Cas e ZFNs seguem as mesmas orientacdes das células modificadas
geneticamente. No entanto, devido as ferramentas de edicdo utilizadas,
apresentam algumas particularidades (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1
—corr) (129).

Quando as nucleases de edicdao do genoma sdo expressas em células alvo,
devem ser utilizadas estratégias de modo a minimizar a expressao em células
ndo alvo. Isto inclui a expressdo transitéria da nuclease e um design
apropriado do dominio de ligacdo ao DNA (no caso das ZFNs) e do sgRNA (no
caso do sistema CRISPR/Cas), de modo a aumentar a seletividade das
enzimas. Quando se pretende uma expressdao transiente, deve ser
demonstrada a auséncia de atividade da enzima
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129,145).

A edicdo do genoma no local alvo deve ser totalmente caracterizada para
estabelecer até que ponto o sitio alvo foi editado corretamente, sendo que

avaliacdo de risco também ira depender das células alvo. Por isso, a



especificidade da atividade da enzima modificadora ou do sgRNA para a
sequéncia gendmica alvo, necessitam de ser confirmadas in vitro através da
avaliacdo no alvo em células (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr)
(129).

Existem alguns problemas associados a edicdo do genoma, nomeadamente
mutacoes fora do local alvo e translocagGes cromossdémicas indesejadas
associadas as clivagens de DNA. Para além disso, deve ser avaliado o potencial
de imunogenicidade pois, como as enzimas de edicdo do genoma sao
derivadas de proteinas ndo humanas, existe risco de reacdo por parte do

sistema imunitario, devendo por isso ser avaliado (146).

5.2.3.2. Desenvolvimento clinico de produtos que contém células
geneticamente modificadas

Os ensaios clinicos devem ser desenhados de modo a permitir uma avaliacdo do
beneficio/risco, com base nas caracteristicas do medicamento, populagdo-alvo (caso a caso)
e tratamentos existentes. Embora se apliqguem os mesmos principios a outros medicamentos
em termos de caracterizacdo farmacodinamica, farmacocinética, seguranca e eficacia,
devem ser tidas em consideracdo as caracteristicas distintivas dos medicamentos
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Normalmente, a entrega de células geneticamente modificadas é realizada por via
percutanea, intravascular ou através de procedimentos cirurgicos (por exemplo, utilizacdo
da cirurgia estereotdxica para aplicacdo no sistema nervoso). No desenho do ensaio clinico
deve ser incluido todo o procedimento terapéutico, desde o momento da recolha das células
(por exemplo, aspiracdo de medula dssea) e eventual medicacdo concomitante necessaria
(por exemplo, imunossupressores) para avaliar o beneficio/risco
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

No caso das células geneticamente modificadas, a dose é definida pelo numero de
células geneticamente modificada por kg, m? de superficie corporal ou dose fixa. Na selecdo
da dose inicial, o objetivo é identificar a dose que é expectdvel ter efeito farmacoldgico e
gue apresente seguranca na sua utilizacdo. No entanto, a selecdo da dose inicial pode ser
complexa devido a incertezas nos estudos pré-clinicos in vivo, uma vez que existem varios

fatores (por exemplo, diferenciacdo, persisténcia e imunogenicidade que podem diferir
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entre espécies) que podem limitar o valor preditivo da farmacodinamica pré-clinica,
farmacocinética e determina¢do da dose. Nestes casos, é aceitavel que a justificacdo para a
dose inicial e intervalo de doses seja baseada nos dados que sdo considerados relevantes. A
correlagdo entre a exposicdo e o efeito deve ser avaliada de modo a estabelecer um
intervalo entre a dose efetiva e a dose recomendada, para posteriormente ser avaliada
numa fase mais tardia dos ensaios clinicos (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr)
(129).

Para além disso, na determinacdo da dose deve-se ter em consideracdo as caracteristicas
especificas do doente (por exemplo, etiologia da doenga, historico, idade, sexo, tratamentos
anteriores e a quantidade de células tumorais no caso de doengas oncoldgicas) e as
caracteristicas especificas do produto (por exemplo tipo e origem das células, eficiéncias de
transducdo, viabilidade celular, poténcia, atividade bioldgica e expressio do
gene/transgene) (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Apesar dos ATMPs, conforme definido no Artigo 2(1) do Regulamento 1394/2007 ou
usados de acordo com o Artigo 2(d) da Diretiva 2001/20/CE ndo estarem abrangidos pela
Guideline on strategies to identify and mitigate risks for first-in-human and early clinical
trials with investigational medicinal products (EMEA/CHMP/SWP/28367/07 Rev. 1), existem
alguns principios que devem seguir de modo a atenuar o risco. Um dos principios que lhes
sdo aplicadveis é o cumprimento dos periodos de espera adequados entre a primeira
administracdo a um doente e aos doentes seguintes, de modo a avaliar potenciais situacoes
de toxicidade aguda e permitir implementar regras de interrupcdo do estudo ou impedir o
recrutamento de novos doentes (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Como descrito na Guideline on humam cell-based medicinal products
(EMEA/CHMP/410869/2006), os estudos convencionais de ADME normalmente ndo sio
relevantes para células. Frequentemente os estudos farmacocinéticos relevantes para estes
produtos incluem estudos de biodistribuicdo e persisténcia das células geneticamente
modificadas, avaliagdo do nivel de producdo do gene terapéutico/transgene nos tecidos alvo
e ndo alvo e cinética celular. Para além disso, devem ser realizados testes de
imunogenicidade, uma vez, que podem ocorrer respostas imunitarias contra as células e/ou
produtos transgénico e consequentemente, comprometer a eficacia e seguranga do
produto. O risco do produto desencadear uma resposta imunitaria esta intimamente

relacionado com a origem das células transduzidas (origem alogénica versus autdloga),
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natureza da doenga (doente imunocompetente versus doente imunocomprometido,
auséncia total versus produto genético anormal), localizacdo do produto transgénico
(intracelular versus extracelular/secretado) e resposta imunitaria pré-existente contra o
produto transgénico (EMEA/CHMP/410869/2006) (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 —
corr) (38,129).

O desenvolvimento dos ensaios clinicos tem como objetivo demonstrar a eficacia e
avaliar a duracdo do efeito terapéutico do produto, tendo em conta os resultados
clinicamente relevantes para o efeito (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Nos ensaios de produtos de células geneticamente modificadas autdlogas que sdo
essenciais para avaliacdo de risco/beneficio, todos os doentes que foram inscritos com a
intencdo de iniciar o tratamento, devem ser incluidos na andlise de eficacia primaria. Em
alguns casos, a eficacia clinica pode ser avaliada apds um periodo consideravel pds-
tratamento, dependendo da farmacologia do produto (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev.
1 —corr) (129).

Se se pretender que a terapia das células geneticamente modificadas/produto de
expressdo do transgene/gene terapéutico apresente persisténcia e funcionalidade a longo
prazo, isso deve ser refletido na duracdo e no follow-up do ensaio clinico. O desenho e a
duracdo do follow-up devem ser especificados no protocolo e podem ser concluidos apds a
comercializacdo (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

Relativamente a seguranca clinica do produto, deve ser possivel detetar eventos
adversos relevantes de curto e médio prazo que possam estar associados ao procedimento
de uso e/ou aplicacdo das células geneticamente modificadas e permitir uma avaliacdo de
risco-beneficio significativa (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).

O risco de reag0es adversas tardias e a diminuicdo da eficacia das células geneticamente
modificadas esta relacionado com o vetor utilizado para a modificacdo genética da célula,
com a natureza do produto genético, tempo de vida (persisténcia) das células modificadas,
biodistribuicdo e potenciais efeitos nos érgaos em desenvolvimento. Quando é possivel que
ocorra persisténcia ao longo da vida de células-estaminais ou progenitoras geneticamente
modificadas, deve-se ter especial atencdo aos efeitos tardios associados ao vetor integrado e
aos seus produtos expressos (por exemplo, oncogénese, imunogenicidade ou reativacdo do

vetor) (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).
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Tal como outros produtos de terapia génica, o follow-up dos doentes deve permitir

detetar reacGes adversas precoces ou tardias, mudancas no perfil de eficacia ou detecdo de

riscos adicionais desconhecidos. Deve ser tida em consideracdo a informacao clinica e pré-

clinica obtida do medicamento em investigacdo. Para além disso, a informacdo/ experiéncia

com produtos semelhantes, deve ser considerada com precaucdo em relagdo a sua

pertinéncia para o produto sob investigacdo. De acordo com o conhecimento atual, é

recomendado um follow-up de 15 anos (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129).
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Consideragoes clinicas para as CAR-T cells na hemato-oncologia

A experiéncia clinica para as CAR-T cells é limitada por isso o CAT e o CHMP
desenvolveram orientagdes que devem ser consideradas no desenvolvimento
de terapias com as CAR-T cells (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr)
(129).

Os estudos farmacocinéticos das terapias com CAR-T cells devem caracterizar
a cinética celular, ou seja, os niveis de CAR-T cells, a sua expansdo e
persisténcia no sangue e nos tecidos-alvo em periodos temporais relevantes.
Nos testes in vivo devem ser utilizados métodos bioanaliticos adequados de
modo a avaliar a concentracdo plasmatica maxima (Cmax), tempo de semivida
(T %) e o tempo médio para atingir a concentracdo plasmatica maxima (Tmax).
Para além disso, deve-se avaliar o impacto de tratamentos concomitantes,
verificando potenciais interferéncias com as CAR-T cells, uma vez que a
linfodeplecdo e os tratamentos imunomodeladores podem afetar a expansao,
persisténcia ou funcdo das CAR-T cells. Por exemplo, a linfodepelecdo antes
da administracdo das CAR-T cells pode prevenir a rejeicdo pelo sistema
imunitario, melhorar a expansdo, persisténcia, atividade anti-tumoral e ainda,
facilitar a persisténcia  a longo prazo das CAR-T cells
(EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129,147).

Como as CAR-T cells proliferam no recetor, ndo é possivel assumir uma
relacdo linear entre a dose de CAR-T cells e a exposicdo. Para além disso estes
produtos normalmente sdo administrados numa unica infusdo e por isso, a
oportunidade para ajustar a dose apds a administracdo é limitada. Deste

modo, devem ser realizados vérios estudos que permitam determinar a dose



e explorar a seguranca, toxicidade e atividade anti-tumoral com diferentes
doses, de modo a estabelecer qual a dose necessaria para o efeito anti-
tumoral, qual a dose recomendada ou intervalo de dose para os estudos de
Fase Il (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr) (129,147).

As CAR-T cells ligam-se a antigénios especificos e por isso, vao influenciar a
toxicidade e eficacia, limitando o potencial de extrapolar a dose efetiva ou o
intervalo de dose, a partir de dados clinicos gerados com outras CAR-T cells
(129).

Os principios basicos utilizados para demonstrar a eficacia de outros
medicamentos anticancerigenos sdo os mesmos para as CAR-T cells na
hemato-oncologia. De acordo com as recomendacfes da EMA, devem ser
realizados ensaios confirmatdrios aleatorizados que permitam comparar a
terapia CAR-T cell em estudo com outro(s) medicamento(s) de referéncia (por
exemplo, dose de quimioterapia elevada seguida de transplante de células
estaminais autdlogas) para avaliar a eficacia destas terapias, pois permitem
aumentar a qualidade resultante e minimizar o viés de sele¢do, que podem
afetar o resultado (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 -— corr)
(3,129,148,149).

As CAR-T cells apresentam um intervalo terapéutico estreito e, geralmente a
partir de uma determinada dose provocam toxicidade aguda devido as suas
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. Deve-se avaliar as causas
subjacentes dos efeitos adversos, nomeadamente no que diz respeito aos
procedimentos relacionados a producdo das CAR-T cells (por exemplo,
procedimento de aférese, mielossupressao/ linfodeplecdo e infe¢des) assim
como ao proprio medicamento (EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 — corr)
(129).

Os dados de seguranca devem ser obtidos de forma a a) identificar os efeitos
adversos esperados e inesperados com base nos dados pré-clinicos obtidos
assim como nas experiéncia clinica com outras CAR-T cells, b) planear a
duracdo da hospitalizacdo do doente quando sdo esperados efeitos adversos
graves, c) definir qual o algoritmo para detetar e tratar toxicidade que

apresente risco de vida e d) planear a duracdo dos estudos e do follow-up do
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doente para detetar efeitos toxicos tardios (EMA/CAT/GTWP/671639/2008
Rev. 1 —corr) (129).



5. CONCLUSAO

Os Medicamentos de Terapia Avancada (ATMPs) sdo uma classe de produtos
farmacéuticos que abrange os Medicamentos de Terapia Génica (MTG), Medicamentos de
Terapia com Células Somaticas (MTCS), Produtos de Engenharia de Tecidos (PET), e ATMPs
combinados (células ou tecidos associados a um dispositivo médico). Estes medicamentos
apresentam um elevado potencial para curar doencas, através da reposicdo das funcdes dos
tecidos afetados, quer seja pela regeneracdo, reparagao ou pela substituicdo das células
afetadas. Os ATMPs pretendem, deste modo, oferecer uma resposta terapéutica duradoura
e transformadora, muitas vezes com apenas uma Unica administracdo. Contudo, devido a
natureza destas terapias existem alguns desafios que impedem que estes medicamentos
cheguem rapidamente aos doentes (3-5).

Uma das principais limitacdes no desenvolvimento de ATPMs é a falta e a
complexidade da informacdo produzida durante a fase pré-clinica. Na fase pré-clinica, e apds
gerar a prova de conceito, o desafio inicia-se ao determinar a relagdo dose-resposta, tendo
em conta os dados farmacocinéticos e farmacodinamicos muitas vezes limitados. Para além
disso, por vezes, o método de administracdo do ATMP pode ser invasivo ou necessitar de
equipamentos especializados, conduzindo a problemas de seguranca ou exigindo formacao
especifica para que o medicamento seja administrado corretamente.

No que diz respeito a fase clinica dos ATMPs, ao contrario dos medicamentos
convencionais, pode ndo ser viavel, ou representar um obstaculo ético, realizar ensaios
clinicos com placebo ou fazer a administracdo do ATMP em ndo doentes saudaveis, uma vez
gue estas terapias normalmente estdo indicadas no tratamento de doencas raras e/ou
potencialmente fatais. Ndo obstante, tal como outros produtos médicos, os ATMPs devem
realizar os estudos farmacocinéticos, de mecanismo de a¢do e ensaios clinicos aleatorizados
de acordo com a Diretiva 2001/20/CE. Outro obstaculo no desenvolvimento de ATMPs sdo
os dados clinicos limitados devido ao reduzido nimero de doentes envolvidos nos ensaios
clinicos e a falta de informacdo sobre a eficacia destas terapias a longo prazo. Estas
limitacOes, fazem muitas vezes com que as entidades reguladoras apresentem obstaculos
aos requerentes quando estes pretendem obter autorizacdo de comercializagdo dos ATMPs.

Ao logo do tempo, as agéncias reguladoras tém demonstrado alguma flexibilidade

nos ensaios clinicos com terapias avancadas, focando-se sobretudo na relacdo

77



risco/beneficio que o medicamento pode trazer para a vida dos doentes. Para além disso,
tém feito esforcos para que os ATMPs cheguem mais rapidamente ao mercado, quer pela
criacdo de vias de aceleracdo na producdo destes medicamentos (por exemplo a introducao
do esquema PRIME), quer pelo estabelecimento de guidelines especificas relativamente a
autorizacdo, supervisdo e farmacovigilancia destas terapias promissoras (1,11,23).

Finalmente, devido a sua complexidade de desenvolvimento e producdo os ATMPs
sdo consideravelmente mais caros que os medicamentos convencionais. Sendo que o
elevado preco destas terapias representa outro desafio, nomeadamente para o
financiamento e gestdo dos sistemas de saude.

Atualmente, os ATMPs representam uma darea de grande interesse na investigacdo
cientifica por representarem uma classe de produtos com potencial de curar a doenga e
capaz de alterar a histéria natural de doencgas que, até agora, ndo apresentavam qualquer
solucdo terapéutica, a ndo ser sintomatica. Contudo, os ATMPs, continuam a representar um
grande desafio para quem desenvolve estes medicamentos e para as entidades reguladoras,
devido a sua incerteza clinica e ao risco que representam de um ponto de vista de

sustentabilidade econdmica.

78



6.

10.

11.

12.

13.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Horgan D, Metspalu A, Ouillade M, Athanasiou D, Pasi J, Adjali O, et al. Propelling
Healthcare with Advanced Therapy Medicinal Products: A Policy Discussion. Biomed
Hub. 2020;5(3):1-23.

Flory E, Reinhardt J. European Regulatory Tools for Advanced Therapy Medicinal
Products. Transfus Med Hemotherapy. 2013;40(6):409-12.

Iglesias-Lopez C, Agusti A, Vallano A, Obach M. Current landscape of clinical
development and approval of advanced therapies. Mol Ther - Methods Clin Dev.
2021;23:606-18.

Champion A, Lewis S, Davies S, Hughes D. Managing access to advanced therapy
medicinal products: Challenges for NHS Wales. Br J Clin Pharmacol. 2021;87(6).

Pizevska M, Kaeda J, Fritsche E, Elazaly H, Reinke P, Amini L. Advanced Therapy
Medicinal Products’ Translation in Europe: A Developers’ Perspective. Front Med.
2022;9.

Committee for Advanced Therapies (CAT) - Rules of Procedure.
EMA/CAT/454446/2008 rev. 5. European Medicines Agency; 2022.

Regulamento (CE) n.° 1394/2007 do Parlamento Europeu e do Conselho de 13 de
Novembro de 2007. Jornal Oficial das Comunidades Europeias; 2007.

Hanna E, Rémuzat C, Auquier P, Toumi M. Advanced therapy medicinal products:
current and future perspectives. J Mark Access Heal Policy. 2016;4(1).

Farkas A, Mariz S, Stoyanova-Beninska V, Celis P, Vamvakas S, Larsson K, et al.
Advanced Therapy Medicinal Products for Rare Diseases: State of Play of Incentives
Supporting Development in Europe. Frontiers in Medicine. 2017;4:1-6.

European Comission - Advanced therapies [Internet]. [citado 1 de Abril de 2023].
Disponivel em: https://health.ec.europa.eu/medicinal-products/advanced-
therapies_en

Rousseau C, Maciulaitis R, Sladowski D, Narayanan G. Cell and Gene Therapies:
European View on Challenges in Translation and How to Address Them. Frontiers in
Medicine. 2018;5:1-6.

ASGCT (2021) Gene, Cell, & RNA Therapy Landscape [Internet]. [citado 8 de Abril de
2023]. Disponivel em: https://asgct.org/global/documents/asgct-pharma-intelligence-
guarterly-report-july-20.aspx

Wilsdon T, Armstrong H, Sablek A, Cheng P. Factors affecting the location of
biopharmaceutical investments and implications for European policy priorities - Final
Report. Charles River Associates; 2022. 81 p.

79



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

80

Directiva 2009/120/CE da Comissdo de 14 de setembro de 2009 que altera a Directiva
2001/83/CE do Parlamento Europeu e do Conselho. Jornal Oficial da Unido Europeia;
2009.

Iglesias-Lopez C, Agusti A, Obach M, Vallano A. Regulatory Framework for Advanced
Therapy Medicinal Products in Europe and United States. Front Pharmacol.
2019;10:14.

Agéncia descentralizada - Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) [Internet]. Unido
Europeia; [citado 17 de Abril de 2023]. Disponivel em: https://european-
union.europa.eu/institutions-law-budget/institutions-and-bodies/institutions-and-
bodies-profiles/ema_pt

Brody T. Regulatory Approval. 2nd ed. Clinical Trials. Elsevier; 2016. 781-828 p.

Regulamento(CEE) N.° 2309/93 do Conselho de 22 de Julho de 1993. Jornal Oficial das
Comunidades Europeias; 1993.

What we do [Internet]. European Medicines Agency; [citado 17 de Abril de 2023].
Disponivel em: https://www.ema.europa.eu/en/about-us/what-we-do

O sistema regulador europeu de medicamentos: Uma abordagem coerente a
regulacdo de medicamentos na Unido Europeia. EMA/716925/2016. European
Medicines Agency; 2016.

Procedimentos de autorizacdo de introducdo no mercado (AIM) [Internet].
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude |.P. (INFARMED); [citado
23 de Abril de 2023]. Disponivel em:
https://www.infarmed.pt/web/infarmed/entidades/medicamentos-uso
humano/autorizacao-de-introducao-no-mercado/procedimentos_de_aim

Detela G, Lodge A. EU Regulatory Pathways for ATMPs: Standard, Accelerated and
Adaptive Pathways to Marketing Authorisation. Mol Ther - Methods Clin Dev. Junho
de 2019;13:205-32.

PRIME: priority medicines [Internet]. European Medicines Agency; [citado 27 de Maio
de 2023]. Disponivel em: https://www.ema.europa.eu/en/human-
regulatory/research-development/prime-priority-medicines

Committees - How the committees work [Internet]. European Medicines Agency;
[citado 17 de Abril de 2023]. Disponivel em:
https://www.ema.europa.eu/en/committees/how-committees-work

Who we are [Internet]. European Medicines Agency; [citado 23 de Abril de 2023].
Disponivel em: https://www.ema.europa.eu/en/about-us/who-we-are

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) [Internet]. European
Medicines Agency; [citado 17 de Abril de 2023]. Disponivel em:
https://www.ema.europa.eu/en/committees/committee-medicinal-products-human-



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

use-chmp

Luria X, Schmidt B. Handbook about Regulatory Guidelines and Procedures for the
Preclinical and Clinical Stages of Advanced Therapy Medicinal Products (ATMPs). 15—
16 p.

European Medicines Agency recommends first gene therapy for approval [Internet].
European Medicines Agency; 2012 [citado 8 de Maio de 2023]. Disponivel em:
https://www.ema.europa.eu/en/news/european-medicines-agency-recommends-
first-gene-therapy-approval

Resumo das caracteristicas do medicamento (Glybera). European Medicines Agency;
2017.

Glybera: overview [Internet]. European Medicines Agency; 2017 [citado 8 de Maio de
2023]. Disponivel em:
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/glyberattoverview-section

CAT quarterly highlights and approved ATMPs - May 2023. EMA/CAT/247792/2023.
European Medicines Agency; 2023. 1-4 p.

Directiva 90/385/CEE do Conselho de 20 de junho de 1990. Jornal Oficial das
Comunidades Europeias; 1990.

Lépez-Paniagua M, de la Mata A, Galindo S, Blazquez F, Calonge M, Nieto-Miguel T.
Advanced Therapy Medicinal Products for the Eye: Definitions and Regulatory
Framework. Pharmaceutics. 2021;13(3):347.

Wen R, Tao W, Li Y, Sieving P. CNTF and retina. Prog Retin Eye Res. 2012;31(2):136—
51.

Eudralex: The Rules Governing Medicinal Products in the European Union, Volume 4,
Good Manufacturing Practice - Guidelines on Good Manufacturing Practice specific to
Advanced Therapy Medicinal Products. European Commission; 2017. 1-90 p.

Guideline on the risk-based approach according to annex |, part IV of Directive
2001/83/EC applied to Advanced therapy medicinal products.
EMA/CAT/CPWP/686637/2011. European Medicines Agency; 2013. 1-18 p.

Guideline on safety and efficacy follow-up and risk management of Advanced Therapy
Medicinal Products. EMEA/149995/2008 rev.1. European Medicines Agency; 2018. 1-
18 p.

Guideline on human cell-based medicinal products. EMEA/CHMP/410869/2006.
European Medicines Agency; 2008. 1-25 p.

McBlane J, Phul P, Sharpe M. Preclinical Development of Cell-Based Products: a
European Regulatory Science Perspective. Pharm Res. 15 de Agosto de
2018;35(8):165.

81



40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

82

ICH guideline S6 (R1) — preclinical safety evaluation of biotechnology-derived
pharmaceuticals. EMA/CHMP/ICH/731268/1998. European Medicines Agency; 1998.
1-22 p.

Umscheid C, Margolis D, Grossman C. Key Concepts of Clinical Trials: A Narrative
Review. Postgrad Med. 13 de Setembro de 2011;123(5):194-204.

Hanna E, Rémuzat C, Auquier P, Toumi M. Advanced therapy medicinal products:
current and future perspectives. J Mark Access Heal Policy. 25 de Janeiro de
2016;4(1):31036.

El-Kadiry A, Rafei M, Shammaa R. Cell Therapy: Types, Regulation, and Clinical
Benefits. Front Med. 2021;8.

Aijaz A, Vaninov N, Allen A, Barcia R, Parekkadan B. Convergence of Cell Pharmacology
and Drug Delivery. Stem Cells Transl Med. 2019;8(9):874-9.

Bravery C, Carmen J, Fong T, Oprea W, Hoogendoorn K, Woda J, et al. Potency assay
development for cellular therapy products: an ISCT review of the requirements and
experiences in the industry. Cytotherapy. Janeiro de 2013;15(1):9-19.e9.

Guideline on xenogeneic cell-based medicinal products.
EMEA/CHMP/CPWP/83508/2009. European Medicines Agency; 2009. 1-14 p.

Lu L, Arbit H, Herrick J, Segovis S, Maran A, Yaszemski M. Tissue Engineered
Constructs: Perspectives on Clinical Translation. Ann Biomed Eng. 2015;43(3):796—
804.

Whomsley R, Palmi Reig V, Hidalgo-Simon A. Environmental risk assessment of
advanced therapies containing genetically modified organisms in the EU. Br J Clin
Pharmacol. 2021;87(6):2450-8.

Good Practice on the assessment of GMO related aspects in the context of clinical
trials with AAV clinical vectors [Internet]. [citado 20 de Julho de 2023]. Disponivel em:
https://health.ec.europa.eu/system/files/2022-01/aavs_gp_en.pdf

Cascalho M, Platt J. Challenges and potentials of xenotransplantation. Em: Clinical
Immunology. Elsevier; 2008. p. 1215-22.

Henriques D, Moreira R, Schwamborn J, Pereira de Almeida L, Mendoncga L. Successes
and Hurdles in Stem Cells Application and Production for Brain Transplantation. Front
Neurosci. 2019;13.

Lathuiliere A, Mach N, Schneider B. Encapsulated Cellular Implants for Recombinant
Protein Delivery and Therapeutic Modulation of the Immune System. Int J Mol Sci. 8
de Maio de 2015;16(12):10578-600.

Ashimova A, Yegorov S, Negmetzhanov B, Hortelano G. Cell Encapsulation Within
Alginate Microcapsules: Immunological Challenges and Outlook. Front Bioeng
Biotechnol. 2019;7.



54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Krishnan R, Ko D, Foster C, Liu W, Smink A, de Haan B, et al. Inmunological Challenges
Facing Translation of Alginate Encapsulated Porcine Islet Xenotransplantation to
Human Clinical Trials. Em: Cell Microencapsulation: Methods and Protocols. Humana
Press; 2017. p. 305-33.

Kumbala D, Zhang R. Essential concept of transplant immunology for clinical practice.
World J Transplant. 2013;3(4):113.

Reflection paper on stem cell-based medicinal products. EMA/CAT/571134/2009.
European Medicines Agency; 2011. 1-14 p.

Noébrega C, Mendonga L, Matos C. Stem Cells and Tissue Regeneration. Em: Handbook
of Gene and Cell Therapy. Springer Nature Switzerland AG; 2020. p. 104.

Zakrzewski W, Dobrzynski M, Szymonowicz M, Rybak Z. Stem cells: past, present, and
future. Stem Cell Res Ther. 2019;10(1):68.

Stonebarger G, Bimonte-Nelson H, Urbanski H. The Rhesus Macaque as a Translational
Model for Neurodegeneration and Alzheimer’s Disease. Front Aging Neurosci.
2021;13.

Salmikangas P, Schuessler-Lenz M, Ruiz S, Celis P, Reischl |, Menezes-Ferreira M, et al.
Marketing Regulatory Oversight of Advanced Therapy Medicinal Products (ATMPs) in
Europe: The EMA/CAT Perspective. Em 2015. p. 103-30.

McSweeney C, Mao Y. Applying Stereotactic Injection Technique to Study Genetic
Effects on Animal Behaviors. J Vis Exp. 2015;(99):52653.

Ferreira G, Dijkstra F, Veening-Griffioen D, Boon W, Schellekens H, Moors E, et al.
Translatability of preclinical to early clinical tolerable and pharmacologically active
dose ranges for central nervous system active drugs. Transl Psychiatry. 2023;13(1):74.

Cunningham J, Ulbright T, Pera M, Looijenga L. Lessons from human teratomas to
guide development of safe stem cell therapies. Nat Biotechnol. 2012;30(9):849-57.

Guideline on potency testing of cell based immunotherapy medicinal products for the
treatment of cancer. EMA/CHMP/BWP/271475/2006 rev.1.European Medicines
Agency; 2016. 1-8 p.

Disis M. Mechanism of Action of Immunotherapy. Semin Oncol. 2014;41:3-13.

Cerignoli F, Abassi Y, Lamarche B, Guenther G, Santa Ana D, Guimet D, et al. In vitro
immunotherapy potency assays using real-time cell analysis. PLoS One.
2018;13(3):e0193498.

Circelli L, Tornesello M, Buonaguro F, Buonaguro L. Use of adjuvants for
immunotherapy. Hum Vaccin Immunother. 2017;13(8):1774-7.

Reflection paper on clinical aspects related to tissue engineered products.
EMA/CAT/573420/2009. European Medicines Agency; 2014. 1-7 p.

83



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

84

Khalil A, Jaenisch R, Mooney D. Engineered tissues and strategies to overcome
challenges in drug development. Adv Drug Deliv Rev. 2020;158:116-39.

Lee M, Arcidiacono J, Bilek A, Wille J, Hamill C, Wonnacott K, et al. Considerations for
Tissue-Engineered and Regenerative Medicine Product Development Prior to Clinical
Trials in the United States. Tissue Eng Part B Rev. 2010;16(1):41-54.

Joyce K, Buljovcic Z, Rosic G, Kaszkin-Bettag M, Pandit A. Issues with Tissues: Trends in
Tissue-Engineered Products in Clinical Trials in the European Union. Tissue Eng Part B
Rev. 2023;29(1):78-88.

European Public Assessment Report for Chondrocelect. Procedure No.
EMEA/H/C/000878. European Medicines Agency; 2009.

European Public Assessment Report for MACI. Procedure No.
EMEA/H/C/002522/0000. (EMA/25287/2013 ). European Medicines Agency; 2013.

ChondroCelect Células autdlogas de cartilagem, vidveis e caracterizadas, expandidas
ex vivo, que expressam proteinas marcadoras especificas. (EMA/421074/2014).
European Medicines Agency; 2014.

MACI:  matrix applied characterised autologous cultured chondrocy.
(EMA/282918/2013). European Medicines Agency; 2013.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Provenge). European Medicines Agency;
2015.

Holoclar: Células epiteliais autdlogas de cornea humana expandidas ex vivo contendo
células estaminais. (EMA/6865/2015). European Medicines Agency; 2015.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Zalmoxis). European Medicines Agency;
2016.

Spherox (esferoides de condrécito humanos autélogos associados por matriz): Um
resumo sobre Spherox e porque estda autorizado na UE. (EMA/326451/2021).
European Medicines Agency; 2017.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Alofisel). European Medicines Agency;
2018.

Ebvallo (tabelecleucel): Um resumo sobre Ebvallo e porque esta autorizado na UE.
(EMA/852064/2022). European Medicines Agency; 2022.

Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal
products. EMA/CAT/80183/2014. European Medicines Agency; 2018. 1-46 p.

Noébrega C, Mendoncga L, Matos C. Non-viral Vectors for Gene Therapy. Em: Handbook
of Gene and Cell Therapy. Springer Nature Switzerland AG; 2020. p. 23—-33.

Noébrega C, Mendonga L, Matos C. Viral Vectors for Gene Therapy. Em: Handbook of



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Gene and Cell Therapy. Springer Nature Switzerland AG; 2020. p. 38—86.

Andreasen S. Molecular features of adenoid cystic carcinoma with an emphasis on
microRNA expression. APMIS. Junho de 2018;126:7-57.

Noébrega C, Mendonga L, Matos C. Gene Therapy Strategies: Gene Silencing. Em:
Handbook of Gene and Cell Therapy. Springer Nature Switzerland AG; 2020. p. 137-
40.

Li H, Yang Y, Hong W, Huang M, Wu M, Zhao X. Applications of genome editing
technology in the targeted therapy of human diseases: mechanisms, advances and
prospects. Signal Transduct Target Ther. 2020;5(1).

Noébrega C, Mendonca L, Matos C. Gene Editing. Em: Handbook of Gene and Cell
Therapy. Springer Nature Switzerland AG; 2020. p. 147-60.

Reflection paper on management of clinical risks deriving from insertional
mutagenesis. EMA/CAT/190186/2012. European Medicines Agency; 2013. 1-15 p.

Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy
medicinal products. EMEA/CHMP/GTWP/125459/2006. European Medicines Agency;
2008. 1-10 p.

Zu H, Gao D. Non-viral Vectors in Gene Therapy: Recent Development, Challenges,
and Prospects. AAPS J. 2021;23(4):78.

Nyamay’Antu A, Dumont M, Kedinger V, Erbacher P. Non-Viral Vector Mediated Gene
Delivery: the Outsider to Watch Out For in Gene Therapy. Cell Gene Ther Insights.
2019;5(S1):51-7.

Al-lighefee H, Najjar H, Ahmed M, Qush A, Awwad S, Kamareddine L. COVID-19
Vaccine Platforms: Challenges and Safety Contemplations. Vaccines. 2021;9(10):1196.

Sheridan C. First COVID-19 DNA vaccine approved, others in hot pursuit. Nat
Biotechnol. 2021;39(12):1479-82.

Eroglu B, Nuwarda R, Ramzan |, Kayser V. A Narrative Review of COVID-19 Vaccines.
Vaccines. 2021;10(1):62.

ICH S12 - Guideline on nonclinical biodistribution considerations for gene therapy
products. EMA/CHMP/ICH/318372/2021. European Medicines Agency; 2023.

Guideline on non-clinical testing for inadvertent germline transmission of gene
transfer vectors. EMEA/273974/2005. European Medicines Agency; 2006. 1-8 p.

Modlich U, Siirth J, Zychlinski D, Meyer J, Brendel C, Grez M, et al. Use of the in Vitro
Immortalization Assay to Quantify the Impact of Integration Spectrum and Vector
Design on Insertional Mutagenesis. Blood. 2011;118(21):3123-3123.

ICH Considerations - General Principles to Address Virus and Vector Shedding.

85



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

86

EMEA/CHMP/ICH/449035/2009. European Medicines Agency; 2009. 1-7 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Imlygic). European Medicines Agency;
2016. 1-44 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Strimvelis). European Medicines
Agency; 2016. 1-27 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Luxturna). European Medicines Agency;
2018. 1-39 p.

Luxturna (voretigene neparvovec) - Um resumo sobre Luxturna e porque esta
autorizado na UE. EMA/831426/2018. European Medicines Agency; 2018.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Zynteglo). European Medicines Agency;
2019. 1-45 p.

Zynteglo (células autdlogas enriquecidas com células CD34+ codificando o gene BA-
T87Q-globina) - Um resumo sobre Zynteglo e porque estd autorizado na UE.
EMA/205979/2019. European Medicines Agency; 2019. 1-3 p.

Zolgensma (onasemnogene abeparvovec) - Um resumo sobre Zolgensma e porque
esta autorizado na UE. EMA/678785/2022. European Medicines Agency; 2022. 1-3 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Zolgensma). European Medicines
Agency; 2020. 1-48 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Libmeldy). European Medicines Agency;
2020. 1-51 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Skysona). European Medicines Agency;
2021. 1-43 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Upstaza). European Medicines Agency;
2022.1-33 p.

Assessment report - Upstaza. EMA/CHMP/571076/2022. European Medicines Agency;
2022.1-132 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Roctavian). European Medicines
Agency; 2022. 1-47 p.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Hemgenix). European Medicines
Agency; 2023. 1-47 p.

ICH Considerations - oncolytic viruses. EMEA/CHMP/ICH/607698/2008. European
Medicines Agency; 2009. 1-6 p.

Ma R, Li Z, Chiocca E, Caligiuri M, Yu J. The emerging field of oncolytic virus-based
cancer immunotherapy. Trends in Cancer. Fevereiro de 2023;9(2):122-39.



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

First oncolytic immunotherapy medicine recommended for approval: Advanced
therapy medicine Imlygic indicated to treat certain stages of melanoma.
(EMA/CHMP/692401/2015). European Medicines Agency; 2015. 1-3 p.

Ferrucci P, Pala L, Conforti F, Cocorocchio E. Talimogene Laherparepvec (T-VEC): An
Intralesional Cancer Immunotherapy for Advanced Melanoma. Cancers (Basel).
2021;13(6):1383.

Talimogene laherparepvec (Imlygic) [Internet]. Understanding Cancer Immunotherapy
Research; 2023 |[citado 23 de Julho de 2023]. Disponivel em:
https://www.ucir.org/immunotherapy-drugs/laherparepvec

Yun C, Hong J, Yoon A. Current clinical landscape of oncolytic viruses as novel cancer
immunotherapeutic and recent preclinical advancements. Front Immunol. 2022;13.

DNX-2440 Oncolytic Adenovirus for Recurrent Glioblastoma [Internet]. [citado 23 de
Julho de 2023]. Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/record/NCT03714334

First in Man Clinical Study to Evaluate Safety and Tolerability of an Oncolytic
Adenovirus in Prostate Cancer Patients. [Internet]. [citado 23 de Julho de 2023].
Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04097002?term=NCT04097002&draw=
1&rank=1

A Phase I/Il Trial Investigating LOAd703 in Combination With Atezolizumab in
Malignant Melanoma [Internet]. [citado 23 de Julho de 2023]. Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04123470

Study of RP3 Monotherapy and RP3 in Combination With Nivolumab in Patients With
Solid Tumours [Internet]. [citado 23 de Julho de 2023]. Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04735978

OH2 Oncolytic Viral Therapy in Pancreatic Cancer [Internet]. [citado 23 de Julho de
2023]. Disponivel em: https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04637698

Gene Therapy in Treating Patients With Colon Cancer That Has Spread to the Liver
[Internet]. [citado 23 de Julho de 2023]. Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00012155

GL-ONC1 Oncolytic Immunotherapy in Patients With Recurrent or Refractory Ovarian
Cancer [Internet]. [citado 23 de Julho de 2023]. Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02759588

Study of TG6002 (VV TK-RR-FCU1) in Combination With 5-FC in Patients With
Advanced Gastro-intestinal Tumors [Internet]. [citado 23 de Julho de 2023].
Disponivel em: https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03724071

Hepatocellular Carcinoma Study Comparing Vaccinia Virus Based Immunotherapy Plus

87



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

88

Sorafenib vs Sorafenib Alone (PHOCUS) [Internet]. [citado 23 de Julho de 2023].
Disponivel em: https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02562755

Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of medicinal products containing
genetically modified cells. EMA/CAT/GTWP/671639/2008 Rev. 1 - corr. European
Medicines Agency; 2020. 1-34 p.

Heelan B. History of Gene Therapy Products. Em: Handbook of Cell and Gene Therapy:
From Proof-of-Concept through Manufacturing to Commercialization. CRC Press;
2023. p. 1-10.

First two CAR-T cell medicines recommended for approval in the European Union
[Internet]. European Medicines Agency; 2018 [citado 8 de Maio de 2023]. Disponivel
em: https://www.ema.europa.eu/en/news/first-two-car-t-cell-medicines-
recommended-approval-european-union

Relatoério publico de avaliagdo - Yescarta. Autoridade Nacional do Medicamento e
Produtos de Saude, I.P. (INFARMED); 2021.

CAR T Cells: Engineering Patients’ Immune Cells to Treat Their Cancers [Internet].
National Cancer Institute; 2022 [citado 15 de Maio de 2023]. Disponivel em:
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/research/car-t-cells

Resumo das caracteristicas do medicamento (Yescarta). European Medicines Agency;
2018.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Kymriah). European Medicines Agency;
2018.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Tecartus). European Medicines Agency;
2022.

Abecma (idecabtagene vicleucel): An overview of Abecma and why it is authorised in
the EU. (EMA/614446/2021). European Medicines Agency; 2021.

Resumo das caracteristicas do medicamento (Breyanzi). European Medicines Agency;
2022.

Carvykti (ciltacabtagene autoleucel): An overview of Carvykti and why it is authorised
in the EU. (EMA/233731/2022). European Medicines Agency; 2022.

Kim J, Nam Y, Rim Y, Ju J. Review of the Current Trends in Clinical Trials Involving
Induced Pluripotent Stem Cells. Stem Cell Rev Reports. 2022;18(1):142-54.

Autologous Induced Pluripotent Stem Cells of Cardiac Lineage for Congenital Heart
Disease [Internet]. |[citado 22 de Agosto de 2023]. Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT05647213

Induced Pluripotent Stem Cell Derived Exosomes Nasal Drops for the Treatment of
Refractory Focal Epilepsy [Internet]. [citado 22 de Agosto de 2023]. Disponivel em:



143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT05886205?show_xprt=Y

Autologous Transplantation of Induced Pluripotent Stem Cell-Derived Retinal Pigment
Epithelium for Geographic Atrophy Associated With Age-Related Macular
Degeneration [Internet]. [citado 22 de Agosto de 2023]. Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04339764?cond=%22Retinal+Degenerat
ion%22

Safety and Efficacy of Induced Pluripotent Stem Cell-derived Engineered Human
Myocardium as Biological Ventricular Assist Tissue in Terminal Heart Failure (BioVAT-
HF) [Internet]. [citado 22 de Agosto de 2023]. Disponivel em:
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04396899

Haig N, Valeich L, Do C, Marculescu R, Wang J, Fisher B, et al. Analytical Methods for
In-Process Testing and Product Release. Em: Handbook of Cell and Gene Therapy:
From Proof-of-Concept through Manufacturing to Commercialization. CRC Press;
2023. p. 104-5.

Yamaguchi T, Uchida E, Okada T, Ozawa K, Onodera M, Kume A, et al. Aspects of Gene
Therapy Products Using Current Genome-Editing Technology in Japan. Hum Gene
Ther. 1 de Outubro de 2020;31(19-20):1043-53.

Dasyam N, George P, Weinkove R. Chimeric antigen receptor T-cell therapies:
Optimising the dose. Br J Clin Pharmacol. 24 de Setembro de 2020;86(9):1678-89.

Banerjee R, Prasad V. Characteristics of Registered Studies of Chimeric Antigen
Receptor Therapies: A Systematic Review. JAMA Netw Open. 2021;4(7):e2115668.

Lim C, In J. Randomization in clinical studies. Korean J Anesthesiol. 2019;72(3):221-32.

89



