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RESUMO

Terapia génica é uma técnica de transferéncia de material genético para dentro das
células de uma pessoa, com a finalidade de corrigir genes responsaveis por causar
doencas. A introducdo do gene acontece por meio de vetores que possuem a
capacidade de transportar dentro de si, de forma especifica, o0 material genético para
a célula e\ ou tecido determinado e incorporar neles o gene modificado, vetores esses
gue podem ser, quimicos, fisicos, virais e ndo virais. O tratamento de doencas através
da transferéncia de genes tinha como foco inicial as doencas hereditarias causadas
por defeitos em um Unico gene, tais como fibrose cistica, hemofilia e distrofia
muscular. Porém hoje em dia a terapia génica também € usada tanto no tratamento
de doencas hereditarias como no tratamento de doencas adquiridas. A reflexdo acerca
da efetividade da técnica de terapia génica no tratamento, cura, e prevencdo de
doencas, hoje em dia, tidas como incuraveis, é indispensavel. A medicina de precisao
€ uma abordagem emergente para proporcionar a saude e aprimoramento do modelo
assistencial, que leva em consideracdo a variabilidade dos genes de cada pessoa.
Nesta pesquisa foi realizada uma revisdo narrativa da literatura cientifica onde
descreve os conceitos da terapia génica, como pode ser utilizada, seus métodos e
técnicas, nas principais doencas que foram e ou que estdo sendo tratadas com o uso
da terapia génica. As informacfes utilizadas foram pesquisadas no periodo dos
altimos 22 anos e encontradas em artigos cientificos e revistas cientificas.

Palavras-chave: Transferéncia de genes. Terapia génica. Vetores virais. Doencas
genéticas.

ABSTRATC

Gene therapy is a technique of transferring genetic material into a person's cells for
the purpose of correcting genes responsible for causing disease. The introduction of
the gene happens through vectors that have the capacity to carry within themselves,
in a specific way, the genetic material for the cell and/or determined tissue and
incorporate the modified gene into them, vectors that can be, chemical, physical, viral
and non-viral. Treatment of disease through gene transfer initially focused on inherited
diseases caused by defects in a single gene, such as cystic fibrosis, hemophilia, and
muscular dystrophy. But nowadays gene therapy is also used both in the treatment of
hereditary diseases and in the treatment of acquired diseases. Reflection on the
evolution of the gene therapy technique in the treatment, cure, and prevention of
diseases, nowadays considered incurable, is essential. Precision medicine is an



emerging approach to promoting health and improving the care model, which
considers the variability of each person's genes. In this research, a narrative review of
the scientific literature was carried out, describing the concepts of gene therapy, how
it can be used, its methods and techniques, in the main diseases that were and or are
being treated with the use of gene therapy. The information used was researched over
the last 22 years and found in scientific articles and scientific journals.

Keywords: Gene transfer. Gene therapy. Viral vector. Genetic diseases.
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1 INTRODUCAO

A terapia génica utiliza técnicas de DNA recombinante para substituir ou
manipular genes com problemas. A adicdo de um gene saudéavel ira corrigir uma
informacao que esta errbnea ou ausente do DNA de um individuo, o que pode levar a
cura da doenca ou alivio dos seus sintomas. Atualmente, a terapia génica encontra-
se em total desenvolvimento!. A cada dia aparecem novos estudos e descobertas,
representando uma oportunidade de cura ou tratamento para diversas doengas, como
o cancer, diabetes, hemofilia e AIDS. A terapia genica ainda € considerada
experimental e esta sendo estudada em regulamentos clinicos para diversos tipos de
doencas. A ampliacdo de métodos seguros e eficientes para o uso de transferéncia
genica em células humanas é um dos pontos considerados mais importantes no uso
da terapia génica?.

O primeiro protocolo clinico foi desenvolvido por French Anderson e sua equipe
na Franca em 1990 para o tratamento de imunodeficiéncia grave causada por
deficiéncia da enzima adenosina desaminase, essa equipe tinha inserido um gene
sadio no organismo de uma menina doente e a criangca melhorou apdés esse
tratamento?.

Na terapia génica sdo empregadas duas estratégias, a ex vivo e a in vivo. A
estratégia ex vivo consiste na retirada de células do tecido desejado que sao
cultivadas in vitro e modificadas geneticamente e, em seguida, devolvidas para o
organismo. Ja a técnica in vivo conta com a ajuda de vetores eficientes, podendo ser
virais ou ndo virais, que sao inseridos diretamente no organismo e carregam para o
tecido alvo os genes a serem incorporados? 3. O desenvolvimento de vetores seguros
e eficientes que possam transportar material genético para as células é um dos
maiores obstaculos para o sucesso da implementacéo desses tratamentos?.

A Terapia genética é focada em doencas hereditarias monogénicas que séo as
doencas que afetam um Unico gene, geralmente detectadas no comeco. Uma das
técnicas mais utilizada consiste na tecnologia do DNA recombinante, o gene de
interesse é inserido em um vetor especifico que pode ser plasmidial, nanoestruturado
ou viral, sendo considerado o viral o mais utilizado, devido apresentar uma maior
eficiéncia em invadir células e com isso introduzir seu material genético®: 2.

Atualmente, a terapia génica ainda é considerada experimental, embora seja

uma area predominante e existente em laboratorios de pesquisa, a maioria dos testes



sdo aplicados e conduzidos nos Estados Unidos, Europa e Australial. Embora varias
aplicacoes do uso de terapia génica sejam bem-sucedidas, o processo ainda é
considerado muito complexo, e exige muitas técnicas que necessitam de novos
desenvolvimentos e estudos aprofundados. As células especificas do corpo que
necessitam de tratamento devem ser identificadas e acessadas. Um meio de
distribuicdo eficaz das copias do gene para as células deve estar disponivel, e as
doencas e suas estritas ligagcbes genéticas necessitam ser completamente
compreendidas e entendidas? °.

A reflexdo acerca da efetividade da técnica de terapia génica no tratamento,
cura, e prevencédo de doencas, hoje em dia, tidas como incuraveis é indispensavel. A
medicina de precisdo é uma abordagem emergente para a promoc¢ao da saude e
aprimoramento do modelo assistencial, que leva em consideragéo a variabilidade dos
genes de cada pessoa. A partir dessa ferramenta, o médico é capaz de atuar por meio
da predicéo (avaliacao de riscos genéticos), prevencéo (diagndstico precoce por meio
de rastreamento genético) e personalizacdo (adequacdo do tratamento para o
individuo)?.

Neste contexto, o objetivo desta obra foi de fomentar estudos que podem
acelerar a execucdao de técnicas a fim de elucidar problemas do cotidiano. Esta obra
apontara as vantagens e o0 perspectivas da terapia génica, bem como o grande

impacto que ainda resultar4 em todos os aspectos da medicina.



2 METODOLOGIA

Nesta pesquisa foi realizada uma revisdo narrativa da literatura cientifica onde
descreve os conceitos da terapia génica, como pode ser utilizada, seus métodos e
técnicas, nas principais doencas que foram e ou que estdo sendo tratadas com o uso
da terapia génica. As informacdes utilizadas foram pesquisadas no periodo dos
altimos 25 anos e encontradas em artigos cientificos e revistas cientificas. A pesquisa
dos artigos foi realizada por meio de consultas as bases de dados SciELO (Scientific
Eletronic Library OnLine), BVS (Biblioteca Virtual em Saude), Google Académico,
Revistas Cientificas e para essa busca foram utilizadas de forma aleatéria os

descritores “terapia génica ”, “gene” e “gene terapia” em associagao. Como critério de
inclusao, foram selecionados apenas contetidos nos idiomas de portugués e inglés.
Os resultados desta pesquisa foram apresentados por meio de revisao

bibliografica e os artigos selecionados estéo listados no quadro 1.

QUADRO 1: Dados gerais dos artigos utilizados na revisdo de literatura.

) ANO DE REVISTA,
TITULO AUTOR (ES) PUBLICA | UNIVERSIDADE
CAO OU EDITORA
Terap|e~1 genica: oque € o Rafael Linden 2010 Estud. av
gue nédo é e o0 que sera.
Nance Beyer Nardi,
Leonardo Augusto A .
Terapia génica. Karam Teixeira 2002 C'enégii\?swe
Eduardo Felipe Avila
da Silva
Terapia génica e suas UNICEUB-
erapia g Julio Cesar Castro de Centro
aplicacdes no tratamento Paiva 2017 Universitario de
de doencas. Brasilia
Giulliana Augusta
Rangel Gongalves,
Terapia génica: avangos, | Raquel de Melo Alves 2017 Einsten (Sao
desafio e perspectivas. Paiva Paulo)
A construcao coletiva do Neusa Maria John Ciéneia &
conhecimento cientifico Scheid, Nadir Ferrari, 2005 Educacio
sobre a estrutura do DNA. Demeétrio Delizoicov ¢




Genética molecular

Marcos Antonio
Rodrigues Martinez,

: : Educacao
Guilherme Francisco, g
. - : Médica
aplicada ao cancer Luciana Sanches 2006 )
A ~ Continuada. An
cutaneo ndo melanoma. Cabral, Itamar
, : Bras Dermatol
Romano Garcia Ruiz,
Cyro Festa Neto
Scientia Tec:
Revista de
A importancia das técnicas | Diego Hepp, Juliana Ed_lAJca_c;ao,
. , 2015 Ciéncia e
e andlises de DNA. Schmitt Nonohay :
Tecnologia do
IFRS- Campos
Porto Alegre
Desenvolvimento de um UNIVERSIDADE
meétodo para extrair DNA FEDERAL DE
total de amostras Cesar David Guerra CIENCIAS DA
biolégicas empregando Naranio 2021 SAUDE DE
uma substéncia caotrépica ) PORTO
e vidro reciclado como ALEGRE -
fonte de silica. UFCSPA
Bases Moleculares de | Daniel Siquieroli Vilas
mutagao genica Boas 2007 Revista Ceciliana
mecanismos e
classificacéo.
Mutagoes Sencticas: UNIVERSIDADE
reepe . . ESTADUAL DO
Docente/Discente e Praxis Flavio Ibiapina ‘
o : 2020 PIAUI CENTRO
Em Escola Publica Na Rodrigues -
Planicie Litoranea Do DE CIENCIAS
- DA NATUREZA
Piaui
Vetores virais para uso em Barbara de Alencar Rewsta_ ok
S T 2018 amazonica de
terapia génica. Oliveira .
Saude
Universidade
o José Miguel Costa Fernando
Terapia génica: métodos e Pessoa,
e Leme de Abreu 2015
aplicacoes. . Faculdade de
Pereira A
Ciéncias da
Saude
Genes contra doencas,
Terapia génica: uma nova Rafael Linden 2008 Vieira e Lentz

era na genética.
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Terapia génica: uma nova

C[éudia D. da Silva,
Ursula da Silveira

estratégia para o Matte, Roberto 2001 Revista HCPA
tratamento de doencas. A
Giugliani
FDA aprova primeira )
terapia génica para atrofia Ursula Neves 2019 PEBMED
muscular espinhal.
Vinicius Alves
Bernardes, Gabriele
A utilizacdo da técnica de | Machado Rodrigues, Pesquisa,
CRISPR-CAS9 na Terapia | Mara Régina Lucena 2021 Sociedade e
Génica. Cabral, Liberta Desenvolvimento
Lamarta Favoritto
Garcia Neres
Edicdo de humanos por
meio da técnica do Crispr- Anor Saanzerla. Leo
cas9: entusiasmo ganzeria, 2020 Salde e Debate
L . - - Pessini
cientifico e inquietacdes
éticas.
Isabela Campanelli,
Terapia Génica. Rachel Santini, Renata 2016 FCAV. — Unesp
Jaboticabal
Mello
Terapia Génica: Sucessos - Universidade
: Sara Cristina Borsatto 2015 Federal do
e Insucessos. p
Parana
Departamento de
Genética
. . . Universidad
Terapia Génica Nance Beyer Nardi 2004 Federal do Rio
Grande do Sul
(UFRGYS)
Barbara de Alencar
Oliveira, Eliane dos
Santos Franca,
Vetores virais para uso em Viviane Guimaraes Rev Pan-Amaz
. pA . Souza, Antdbnio Carlos 2018
terapia génica. . X Saude
Rosario Vallinoto,
Andréa Nazaré
Monteiro Rangel da
Silva
: Tecnologia dosi Daiane Moreira Repinis
lipossomas e suas areas 2011 .
Mazzoneto Unifaema

de aplicacéo.
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Sintese, Propriedades e

Erich Christiansen

Escola de
Quimica da

Aplicacbes de Reinold 2011 Universidade
Dendrimeros. Federal do Rio
de Janeiro
Perspectivas da terapia Eugenia Costanzi
pectivas P Strauss, Bryan E. 2015 Rev Med
génica St
rauss
O acesso global e
nacional ao tratamento da Mariana Savado
hemofilia: reflexdes da . yago, 2020 Interface
N s Claudio Lorenzo
bioética critica sobre
exclusao em saude.
Terapia Génica para The New
X nica p Margareth C. 2022 England Journal
Hemofilia A. o
of Medicine
. i o, , Biblioteca Virtual
Distrofia muscular Ministério da Salde 2007 em Sadde (BVS)
At.rofla'myscular espinhal: Mariana T. C. Baioni, Jornal de
diagndstico tratamento e : : 2010 o
: Celia R. Ambiel Pediatria
perspectivas futuras.
E possivel falar em cura?:
cresce niumero de
pacientes com cancer sob | Lilian Barros, Rodrigo 2018 Rede cancer
controle, mas riscos de Munhoz
retorno da doenca néo
pode ser descartado.

Modelos Fracionarios de EsltJ;(;\lljerSIIDdazolliZta
Terapia Génica Para o Robinson Tavoni 2019 “Julio de
Tratamento do Cancer. ) S,

Mesquita Filho
Uso de Sistemas Jony Marques Mario Penna
Nanoestruturados no Geraldo, Carlos Julio 2023
. - . Journal
Tratamento do Cancer Monrand Valencia
Revista da
Terapia Génica aplicada Renato A. K. Kalil, Sociedade de
as Doencas Roberto Tofani 2004 Cardiologia do
Cardiovasculares Sant’Anna Rio Grande do
Sul
) . ) _ ) Universidade
Terapia Génica In Situ em Luiza da Silva 2021 Federal do rio

Condicoes
Neurodegenerativas: Uma

Rodrigues

Grande do Sul
Instituto de
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 DNA, gene e mutacao

O termo biologia molecular foi proposto por Warren Weaver, da Fundagao
Rockefeller, em um relatorio publicado na revista Science, de 1938, para descrever
como os fendmenos biolégicos podem ser compreendidos fundamentalmente pelo
conhecimento das estruturas das moléculas e das interacdes e das alteracdes destas.
Pouco a pouco foi sendo utilizado para designar pesquisas relacionadas aos genes®.

A biologia molecular € a &rea da ciéncia que envolve o estudo e a manipulagéo
das moléculas que formam o material genético dos individuos. Desde o século XX,
inumeros avancos foram alcancados, como a identificacdo da estrutura da funcéo do
acido desoxirribonucleico (DNA) e o desenvolvimento de técnicas moleculares que
permitiram o isolamento, a manipulacdo, a multiplicagdo e o sequenciamento do
DNAS,

O DNA e o RNA séao moléculas bioldgicas relacionado com o armazenamento
e transmissao das informacdes genéticas. Pertencem aos grupos de acidos nucleicos
formados por fosfato, um aglcar e uma base nitrogenada. No DNA o agucar € uma
desoxirribose e no RNA é uma ribose, ambos sdo classificados como pentoses®.
Existem diferentes bases nitrogenadas no DNA e no RNA, sendo classificadas em
purinas (formadas por dois anéis de atomos de carbono e nitrogénio), e as pirimidinas
(formadas por um anel). No DNA podem ser as purinas, adenina, guanina ou as
pirimidinas, timina ou citosina®> 6. No RNA os nucleotideos podem conter adenina,
guanina, citosina e, no lugar da timina, apresentam a uracila. Esses nucleotideos se
unem por ligacéo fosfodiester formando fitas longas. O DNA é formado por duas fitas
dessas, ou seja, duas cadeias de polinucleotideos e essas fitas se ligam quando os
nucleotideos formam pares com a outra fita por meio de ligagdes de hidrogénio entre
adenina e guanina e entre as bases citosina e timina®.

As moléculas de DNA se associam a proteinas para formar 0s cromossomos,
gue séo longas estruturas celulares que contém regides que determinam a sintese de
moléculas de RNA e das proteinas, denominados genes. Os genes S&d0 0S
responsaveis por determinarem as caracteristicas hereditarias dos individuos e
regularem, atraveés da interacdo dos produtos dos genes com o ambiente; a morfologia

e fisiologia®>®.
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O DNA constitui o0 genoma de todas as espécies bioldgicas, de bactérias,
fungos, protozoarios, plantas e animais, como também, o homem. Com excecéo dos
virus pois estes podem apresentar DNA ou RNA como material genético®’. O DNA
contém as informagBes genéticas necessdrias para o seu o funcionamento e
regulacdo do organismo. Desta forma, varias técnicas foram e estdo desenvolvidas
ao longo dos anos, em cima de modificacfes nos genes, sendo possivel isolar o DNA
dos demais constituintes celulares, realizar cortes para a manipulacdo da molécula,
multiplicar a quantidade de copias, separar as moléculas e determinar a sequéncia de
nucleotideos do DNA de qualquer organismo. Essas modificacdes genéticas sao
chamadas de mutacdes’: 8.

As mutacdes podem ser definidas como qualquer alteracdo no material
genético de um organismo. Essa alteracdo pode ocasionar uma mudanca
correspondente no fendétipo do individuo. As mutacdes podem ocorrer de forma
espontanea ou de forma induzida. De forma espontanea, ocorre devido a erros na
replicacdo do DNA. E de forma induzida, quando o organismo € exposto a um agente
mutagénico como radicais livres, radiac&o ou virus? 19, E caracterizada por altera¢des
no cédigo de bases nitrogenadas do DNA, que originam novas versdes dos genes
produzindo novas caracteristicas nos portadores da mutacdo. Na mutacdo génica
pode ocorrer substituicdo, eliminacdo ou inser¢cdo de uma ou varias bases na cadeia
de DNA. Pode, ainda, ser do tipo silencioso, quando a substituicdo de um determinado
nucleotideo do DNA néo provoca alteracdes nos aminoacidos sintetizados®1°.

3.2 Terapia Génica

Terapia génica é uma técnica de transferéncia de material genético para dentro
das células de uma pessoa, com a finalidade de corrigir genes responsaveis por
causar doencas®

Os genes influenciam praticamente todas as doencas humanas, codificam
proteinas, que possuem diversas fungcbes como enzimas e outras moléculas
complexas, responsaveis por toda a complexidade que constitui um ser vivo. A
auséncia ou alteracdo de um dos genes pode ser fatal ou comprometer o normal
funcionamento do organismo de um individuo, gerando graves consequéncias para a
sua integridade fisiol6gica. Essas anormalidades podem ser adquiridas ou, herdadas?.

O conhecimento dos genes responsaveis por caracteristicas normais ou patologicas
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admite a aplicacdo da medicina genbmica, que ira modificar os procedimentos
meédicos no diagnostico e tratamento de varias doencas e onde se inclui a terapia
génica que se tornou uma opgado muito viavel para “corrigir’, de cera forma esses
problemas. Primeiramente a terapia génica visava essa substituicdo de um gene
defeituoso por um gene normal, porém a remocao de um gene é dificil e desnecessaria
na maioria das vezes, logo o melhor a se fazer é introduzir o gene de interesse que
deve ser, entdo assim, totalmente conhecido?: 2.

O gene de interesse (transgene) é transportado por um vetor e esta contido em
uma molécula de DNA ou RNA que carrega ainda outros elementos genéticos
importantes para sua manutencao e expressao. Para isso, 0s genes funcionais tém
que ser identificados numa biblioteca de DNA gendmica ou de DNA, isolados e
clonados?. Em seguida, o gene desejado é introduzido num vetor especifico para que
ocorra o transporte até a célula de interesse. O local onde ira ocorrer a transferéncia
genética, o tecido alvo, e a forma dessa transferéncia in vivo ou ex vivo vao ser
determinantes na escolha do vetor e do método mais adequado?. Existem diversos
mecanismos utilizados na terapia genética, como uso de vetores virais, ndo virais,
métodos fisicos, como por exemplo, microinjecao e eletoporacéo e métodos quimicos,
que utilizam caracteristicas polarizadas do DNA e das membranas celulares!!

No final dos anos 60, houve os primeiros estudos que mencionavam o uso de
acido desoxirribonucleico (DNA) externo para corrigir sequéncias genéticas
danificadas ou ausentes, que sao cruciais para o funcionamento adequado do
organismo. Esses pesquisadores estavam estabelecendo as bases para o
desenvolvimento da terapia genética. Em um artigo publicado em 1972 na revista
Science, Friedman e Roblin propuseram a possibilidade de usar DNA externo como
um medicamento para tratar varias doencas hereditarias no futuro. Desde entdo,
houve uma série de estudos e em 1990, a Food and Drug Administration (FDA)
aprovou o primeiro ensaio clinico para tratar uma imunodeficiéncia recessiva rara
chamada deficiéncia de adenosina desaminase (ADA). Essa doenca € caracterizada
pela falta ou alteracéo de um Unico gene responsavel pela sintese da enzima (ADA).
A equipe do Dr. Anderson usou um vetor retroviral com uma copia funcional do gene
para infectar células em cultural® 11,

Esse retrovirus forneceu uma copia funcional do gene as células. Esse ensaio
clinico permitiu que o paciente tivesse uma vida relativamente normal e gerou um

grande entusiasmo que estabeleceu a terapia genética como uma promissora terapia
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para o tratamento de varias patologias. Varios ensaios clinicos foram realizados com
resultados promissores, incluindo o tratamento de leucemia linfocitica crénica (CLL),
leucemia linfocitica aguda (ALL), mieloma multiplo, hemofilia e Lebers Congenital
Aumorosis (LCA), entre outras doencas®?.

A terapia génica é uma técnica médica relativamente nova, o primeiro caso de
terapia genética em um paciente com deficiéncia imunolégica combinada grave
(SCID) foi realizado em 1990 por um grupo de pesquisadores liderado pelo Dr. R.
Michael Blaese no National Institutes of Health (NIH), nos Estados Unidos?!. O artigo
descreveu o tratamento de dois pacientes com SCID causada por uma deficiéncia de
adenosina desaminase (ADA), uma enzima crucial para o funcionamento do sistema
imunoldgico. Os pesquisadores usaram um virus para transferir o gene normal da ADA
para as células do sistema imunoldgico dos pacientes. Os médicos removeram células
de medula 6ssea da menina, chamada Ashanti de quatro anos, adicionaram um gene
normal de ADA e reintroduziram as células modificadas em seu corpo’?. Embora a
menina tenha sido curada da doenca, a terapia genética ainda ndo estava pronta para
uso generalizado.

Sendo assim, desde entdo houve muitos avancos nessa técnica. Uma das
abordagens mais promissoras € a edicdo de genes, que permite que 0s cientistas
modifiguem o DNA de maneira muito precisa, removendo genes defeituosos e
adicionando genes saudaveis. Varios ensaios clinicos de terapia genética com
resultados promissores foram realizados mundialmente por diversas equipes, como
os tratamentos de doencas, como fibrose cistica, hemofilia, imunodeficiéncias,
doencas cancerigenas, doencas infecciosas, doencas cardiovasculares e doencas
neuroldgicas'® . No Quadro 2 podemos ver os protocolos usados em diversos paises
até 2013. Em 2020, a FDA (Food and Drug Administration) aprovou o primeiro
tratamento de terapia genética para a atrofia muscular espinhal, uma doenca
neuromuscular rara e debilitante que afeta bebés e criangas pequenas. O tratamento
envolve a insercdo de uma coépia normal do gene SMN1 em células nervosas,
impedindo a degeneracédo dos musculos®®.

A edicao de genes, atualmente, acontece, principalmente, a partir da utilizacao
do sistema CRISPR-Cas9 devido a sua eficacia, facilidade e rapidez. O uso desse
sistema de se deu apos estudos em bactérias e suas defesas contra bacteriéfagos
onde a enzima Cas9, que € responsavel por clivar o DNA, recebe ordens de uma

colecdo de sequéncias de DNA chamadas CRISPR para, juntamente com um RNA
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guia, formar um complexo e ir até ao sitio exato realizar a edi¢do!®. Mesmo tendo sido
descoberto nos anos 80 somente a partir de 2012, quando as pesquisadoras Jennifer
Doudna e Emmanuelle Charpentier esclareceram o uso do mecanismo e sugeriram
gue poderia ser usado para edicdo de genomas humanos, sendo assim, CRISPR-
Cas9 se tornou a ferramenta mais utilizada para edicdo de genes em praticamente
guase todos os laboratérios de biologia molecular do mundo. No tratamento do HIV,
por exemplo, j& é possivel afirmar que a utilizagdo da técnica diminui a carga viral até
a eliminacdo do virus latente. No tratamento contra o cancer, a CRISPR-Cas9
promove uma tecnologia eficaz para dissecar mecanismos de tumor génese e
identificar alvos para o desenvolvimento de medicamentos. Até em tratamentos de
Diabetes Mellitus tipo | j& se preve futuros avancos no tratamento usando a CRISPR-
Cas9. Os estudos sobre a utilizagdo da CRISPR-Cas9, cresce a cada ano,
aumentando a esperanca para o futuro da medicina. A terapia genica juntamente com
sistema da CRISPR-Cas9 e a evolucédo da tecnologia, podem transformar o futuro do
tratamento de diversas patologias?®.

No Brasil, a terapia génica ainda € uma area em desenvolvimento e h& poucos
tratamentos disponiveis. Atualmente, é utilizada, principalmente em estudos clinicos
e experimentais para avaliar sua eficacia e seguranca em diferentes condicdes
médicas. Alguns dos ensaios clinicos em andamento no pais incluem o uso da terapia
genética para tratar doencas raras, como a atrofia muscular espinhal, a
mucopolissacaridose e a hemofilia'®. Além disso, é utilizada, também em estudos pré-
clinicos para o desenvolvimento de novos tratamentos. Instituicbes de pesquisa e
empresas farmacéuticas no Brasil estdo trabalhando em colaboracdo com instituicbes
estrangeiras para desenvolver novas terapias genéticas para tratar doengcas como o
cancer, a doenga de Parkinson e a doenca de Alzheimer®.

Apesar do progresso significativo na pesquisa e desenvolvimento da terapia
genética no Brasil, ainda ha muitos desafios a serem superados antes que esses
tratamentos se tornem disponiveis para o publico em geral. Esses desafios incluem a
necessidade de financiamento adicional, regulacdo mais clara e acesso a tecnologias
avancadas de producdo de vetores virais e terapias celulares. A realizacao desses
ensaios clinicos de terapia génica depende de aprovacgao prévia por comités de ética
locais e nacionais, como a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (Conep) no Brasil
ou a Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos™.

QUADRO 2: Protocolos de terapia génica
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Doenca Objetivo Células-alvo Modo de liberagao Paises com o protocolo

Deficiéncia de adenosing deaminase Substitvicao da deficiéncia de Sanque Retrovirus 1, Holanda & Estados Unidos

adenosing ceaminase

Deficiéncia de a 1-ntitrigsing Substituicdo de « 1-antitripsina Epitélo respiratorio Lipossoma Estados Unidos
ADS Sangue & medula Retrovirus Estados Unidos
Cénoer Aprimoramento da funcao imune Sangue, medula e tumor  Retrowirus, lipossoma, eletroporacdo  Austria, China, Franga, Alemanhe,

¢ transferéncia mediada por células  [talia, Holanda e Estados Unidos

Cnoer Remogdo tumoral Tumor Retrovirus, DNA ndo complexadb, Estados Unidos
transferéncia mediada por células

Cancer Quimioproteao Sangue & medula Retrovirus Estados Unidos

Cancer Marcacdo de células-tronco Sangue, medula e tumor Retrovlrus Canads, Franga, Suscia e
Estados Unidos

Fibrose clstica Substituicéo enzimatica Enitélo respiratdrio Adenovirus ¢ lipossoma nglaterra e Estados Unidos

Hipercolesterolemia familiar Substituicdo de receptores Figado Retrovirus Estados Unidos

Ipopratéticos da baixa densidade

Anemia de Fanconi Liberagao do gene de complemento C Sangue e medula Retrovirus Estados Unidos

Doenga de Gaucher Substtuicdo da glucocerebrosidase Sangue & medula Retrovirus Estados Unidos

Hemofiia 8 Substituicdo do fator IX Fibroblastos da pele Retrovirus Ching

Artrite reumatoide Liberagdo de crocina Membrana sinovia Retrorus Estados Unidos

Fonte: Adaptado de Misr. S Human, 2013.
3.3 Vetores de transferéncia génica e técnicas de introducdo do DNA

Vetores sdo 0s agentes usados para a transferéncias do gene modificado, ou
seja, o meio de introducdo do gene terapéutico para dentro da célula. A transferéncia
génica se trata de procedimentos que visam a entrada de algum material genético (na
forma de DNA, RNA e oligonucleotideos) em células desejadas!!. Os vetores
possuem a capacidade de transportar dentro de si, de forma especifica, o material
genético para a célula e\ ou tecido determinado e incorporar neles o gene modificado.
Esses vetores podem ser virais e néo virais®.

Sao diversos os tipos de vetores utilizados em terapias génicas, visto que
dentre eles ainda nao existe um que seja “o ideal”. Para um vetor ser ideal ele deve
possuir algumas caracteristicas, como a capacidade de acomodar um tamanho
ilimitado do transgene, baixa imunogenicidade e citotoxicidade, direcionamento
especifico de células e tecidos, gerar uma expressao estavel do transgene, baixo
custo, como também facil manipulacdo e producdo. No entanto, dentre as alternativas
disponiveis podemos escolher aquele que melhor se adequa as caracteristicas

terapéuticas que desejamos?®.
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A transferéncia de genes pode ser realizada através de duas vias:

I. EXx vivo: extracdo das células alvo do paciente para introduzir do gene ou
sequéncia de interesse, logo apos transplantando as células geneticamente alteradas
para o individuo. A vantagem deste método é possibilidade de fazer uma triagem antes
do transplante das células, permitindo entéo, que apenas as células com as alteracdes
desejadas se repliguem e sejam transplantadas??.

[I. Invivo: administracdo direta do transgene, ou sequéncia modificada do DNA,
de forma terapéutica dentro do organismo do paciente com a ajuda por exemplo,
vetores. Recomenda quando se pretende inserir 0 gene ou sequéncia terapéutica
numa zona extensa ou quando o tecido ndo é facilmente acessivel!12,

Primeiramente, € importante estabelecer se € mais adequado introduzir o gene
diretamente no organismo (in vivo) ou, retirar células do individuo, modificar e depois
reintroduzidir (ex vivo). Os métodos de introducdo consistem, normalmente, em trés:
podem ser fisicas (o transgene € introduzido de forma mecéanica nas células.),
quimicas (o vetor € alguma substancia de origem quimica) e bioldgicas (usando
organismos que possuem a capacidade de transferir seu material genético, como virus
ou algumas bactérias). A escolha do método a ser aplicada vai de acordo com a
patologia, a célula ou tecido-alvo, o tamanho e tipo de transgene a ser expresso € 0
tempo. Os métodos fisicos e quimicos ndo sao muito eficientes em processos de
transferéncia, principalmente se comparados aos métodos virais, mas em
compensacao possuem baixa toxicidade e imunogenicidade1?. Como podemos ver no

Quadro 3, os métodos mais usados, atualmente, possuem seus pés e contras.



QUADRO 3: Comparacdao entre os principais sistemas de transferéncia empregados em

terapia genica.
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Métodos de transferéncia
génica

Vantagens

Desvantagens

Integra-se ao genoma da

Infecta apenas células em

viral, infecta também células
quiescentes

Retrovirus célula hospedeira, resultado divisdo, integracao ao acaso
em expressao génica estavel | pode ocasionar mutagbes
prejudiciais
Adenovirus Contém =30 kb de DMA ndo Mao integra ao genoma da

célula alvo, expressdo da
célula alvo, expressdo génica
menos estavel

Virus adenoassociados

Mao contém genes virais, ndo
sdo patogénicos, ndo induzem
reagtes imunes

Transportam apenas genes de
pequeno tamanho, dificeis de
serem obtidos em grandes
guantidades

boas perspectivas para
vacinas

Lipossomas Nao patogénicos, ndo Baixa eficiéncia de
induzem reagdes imunes, transfecgdo, baixas taxas de
capazes de fransportar genes | integracao estavel
de grande tamanho

Biobalistica Semelhante aos lipossomos, | Acg3o irmitada a tecidos

periféricos, baixas taxas de
integragao estavel

Fonte: Sociedade Ibero-americana de Informagé&o Cientifica 2004.

3.3.1 Métodos fisicos

Os métodos fisicos introduzem os genes de forma mecéanica dentro das
células, como por exemplo:

l. Microinjecéo - introdugcdo do DNA desejado, diretamente, dentro do
nacleo da célula-alvo, de forma mecéanica, sem ajuda de moléculas ou vetores
transportadores, € executado com um micromanipulador e com a ajuda de um
microscopio, injeta-se o material genético exdégeno que se encontra dentro de uma
micropipeta. E importante salientar que a célula-alvo seja relativamente estatica e
tenha um nucleo volumoso e bem delimitado'?. Essa é a forma mais segura de
garantir que o DNA seja transferido para dentro donucleo celular.

Il. Eletroporagdo (DNA nu) - aplicacdo de impulsos elétricos nas células-
alvo para aumentar a permeabilidade da membrana celular e permitir a entrada do

DNA plasmideo no nacleo. Os impulsos elétricos séo aplicados alterando a voltagem
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transmembrana do valor fisiolégico de 0.1 V para 0.5 a 1 V durante milissegundos, o
gue permite a formacéo de poros. Cerca de 50% a 70% das células expostas a um
campo elétrico elevado acabam por morrer, devido a disfun¢cdo das membranas
celulares'?. Essa técnica foi adaptada, recentemente, para utilizacéo in vivo, o que
aumentou a eficacia da injecdo de DNA nu.

Il. Biobalistica (gene gun) - microesferas, normalmente de ouro e
tungsténio, cobertas com o DNA séo atiradas contra as células-alvo forgando assim
sua passagem pela membrana e introducdo ao nucleo!?. Método bastante eficaz,
porém pode acarretar a morte de muitas células. E esta sendo usado para aplicacao

in vivo nas vacinas de DNA.
3.3.2 Métodos quimico

Os métodos quimicos utilizam as caracteristicas polarizadas do DNA e das
membranas celulares para garantir a entrada do material genético nas células,
utilizando-se de compostos quimicos. Estes compostos possuem carga total positiva,
ou seja, sdo cationicos e os grupamentos fosfatos do DNA possuem carga negativa,
logo essa juncédo formam complexos??.

E adicionado, desta forma, o DNA plasmideo a uma soluc&o de cloreto de célcio
e em seguida a uma solucéo de tampao de fosfato. Os precipitados criados penetram
para o interior da célula por endocitose. Alguns plasmideos ja desenvolvidos mostram
uma expressao estavel, porém na maioria dos casos essa expressao € transiente. As

vantagens acerca desse método estdo na simplicidade e baixa imunogenicidade!® 21,

3.3.3 Vetores virais

Esses vetores sao 0s mais utilizados nos protocolos de terapia génica, devido,
principalmente, a alta capacidade de transferir seu material genético para as células-
alvo e a incapacidade de se replicar e continuar seu ciclo infeccioso. Essa
incapacidade se d& devido a substituicAo do gene patogénico do virus pelo gene
terapéuticoll.

Atualmente, existem quatro familias de virus que vém sendo mais utilizados,
sdo eles: os adenovirus, os retrovirus (incluindo os lentivirus), os virus adeno-

associados e o herpesvirus (HPV) 2021,
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As desvantagens da utilizacdo de vetores virais € que possuem maior potencial
imunogénico, sendo considerados mais prejudiciais ao organismo?L.
Os métodos virais sdo utilizando os seguintes virus:

l. Adenovirus: Sao virus que possuem DNA como material genético e sdo
capazes de infectar uma ampla variedade de células. Eles podem ser modificados
para carregar um gene terapéutico especifico, que pode ser entregue a células
doentes. Apresentam as seguintes caracteristicas: ndo causam doencas sérias,
possuem a capacidade de carregar genes terapéuticos de maior dimenséo, infectam
células que nao estdo em divisao e apresentam um elevado tropismo, sendo capazes
de infectar um largo espectro de células??. No entanto, devido ao elevado nimero de
proteinas expressas na sua superficie, sdo imunogénicos, podendo causar uma forte
resposta do sistema imunitario. Outro ponto desvantajoso € a transiéncia do
transgene, carateristica deste vetor, que o torna pouco eficiente no tratamento de
deficiéncias monogénicas sendo mais adequado no tratamento de doencas onde é
requerida uma expressao de curto prazo, como em alguns tratamentos de cancro?®
21_

Il. Retrovirus: S&o virus que possuem RNA como material genético e
utilizam a enzima transcriptase reversa para converter seu RNA em DNA. O DNA viral
é integrado ao genoma da célulahospedeira, permitindo que o material genético viral
seja transmitido para as células filhas!?. Apresentam as seguintes caracteristicas:
capacidade de integrarem seus genes no cromossoma da célula hospedeira,
possibilitando a manutencdo da expressao génica por longo tempo. Porém, essa
integracdo € ao acaso, 0 que pode interromper um geneessencial ou ativar um
oncogene. Sao capazes de infectar células em divisédo e ndo estimulam a resposta
imunitaria, ou seja, ndo sdo imunogénicos?. Os retrovirus demonstram nos protocolos
e terapia génica, melhores resultados. O género lentivirus desta familia tem sido muito
estudado por obterem a capacidade de infectar células quiescentes. Os retrovirus
recombinantes onde ocorre a substituicdo dasproteinas de envelope do virus original
conseguiram a ampliagcdo do tropismo celular desses vetores?..

I, Adenoassociados: Sao virus que possuem um genoma de DNA de fita
simples e podem ser utilizados como vetores de transferéncia genética. Eles séo
capazes de infectar uma ampla variedade de células, mas geralmente ndo integra seu
material genético no genoma dacélula hospedeira, o que pode ser uma vantagem em

termos de seguranca?l. Apresentam as seguintes caracteristicas: Ndo causam
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doencas conhecidas, combinam as principais vantagens dos retrovirus e do
adenovirus, infectam células em divisdo células que nao estdo em divisdo e células
quiescentes, possuem tropismo pelo cromossomo 19 humano e a capacidade de
carregar apenas genes de menor dimenséo!? ?1. Sdo mais vantajosos que os demais
devido a auséncia de patogenicidade, tropismo ampliado e integracao sitio-especifica.
No entanto, os vetores possuem algumas desvantagens, como a capacidade de
clonagem limitada e imprépria para a maioria dosgenes terapéuticos. Dentre as
doencas ndo monogénicas, nas quais vetores adeno associados tém sidoreportados,
estdo a artrite reumatoide e a doenca de Parkinson?l.

V. Herpesvirus: Sao virus que possuem DNA como material genético e
sdo capazes de infectar célulasnervosas e permanecer latentes por longos periodos
de tempo. Eles podem ser utilizados como vetores de transferéncia genética para
tratamento de doencas neurodegenerativas, por exemplo?l. Apresentam as seguintes
caracteristicas: tropismo pelo sistema nervoso central (SNC),habilidade de infectar
células em divisdo e\ou quiescentes, capacidade de incorporar multiplos genes
terapéuticos, nao integram seu gene na célula hospedeira e possuem alta
imunogenicidade e toxicidade tecidual?. Um nimero grande de estudos mostra uma
expressao transgénica estavel em longo prazo no sistema nervoso quando recorridos
a vetores baseados em HHV-1. Os estudos pré-clinicos com modelos de doencas
neurais, como dor crbnica, neurodegeneracdo e glioma, citaram resultados

promissores??.

3.3.4 Vetores nao virais

Os vetores nao virais sdo mais seguros e flexiveis para transferéncia génica
devido a vérias caracteristicas como: possuem baixa imunogenicidade, podem ser
produzidos emlarga escala e a baixo custo, podem ser modificados para atender as
necessidades especificas de diferentes terapias génicas, o que 0s torna mais
versateis e adaptaveis'?.

Recentemente, foram desenvolvidos vetores n&o virais de alta eficiéncia
transducdo queconseguem atingir niveis comparaveis com vetores virais. No entanto,
0s vetores nao virais também tém algumas desvantagens, como baixa capacidade de

entrega e menor estabilidade em comparac¢éo com os vetores virais.Ainda assim, eles
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apresentam uma opcao interessante para a terapia génica ou transferéncia génica
sdo objeto de pesquisa continua?*.
Os métodos ndo virais sdo utilizando os seguintes:

l. Lipossomos: Lipossomas sdo vesiculas microscopicas compostas de
uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas, separadas por um meio aquoso. Os
lipossomas catidnicos interagem com o DNA através de interacdes eletrostaticas visto
que a molécula de DNA tem carga negativa. No entanto, a carga total, permanece
com a carga positiva. Sendo assim, isto permitira a interacao eficaz do carreador com
a carga negativa da membrana celular, apossando-se na célula, principalmente
através de endocitose. Determinadas proteinas, podem ser colocadas na superficie
dos lipossomas que sO interagem com as proteinas da superficie de tecidos
especificos, permitindo que esta carga genética chegue apenas as células onde eles
realmente sdo necessarios, conferindo especificidade a este processo. Este método
é considerado seguro e pouco imunogénico®® 22,

Il. Dendrimeros: Os dendrimeros sdo polimeros ramificados, geralmente
com varias camadas concéntricas. Estes vetores apresentam, sobretudo carga
positiva que, através de interacao eletrostatica com a carga negativa do DNA, permite
gue este complexo fiquealojado nas pequenas cavidades formadas pela ramificacdo
do polimero®?. Diversos relatérios tém sido publicados descrevendo a utilizacédo de
dendrimeros de PAMAM terminados em aminas ou dendrimeros de PPI, ou poli
propileno (imina), comoagentes de transferéncia ndo viral de genes, aumentando a
transfeccdo de DNA por endocitose e, finalmente, no nucleo celular. A vantagem dos
dendrimeros ativados é que estes podem transportar uma quantidade maior de
material genético que virus, e os “Complexos de SuperFectDNA” sdo caracterizados
por elevada estabilidade e por assegurar o transporte mais eficiente doDNA no nucleo

que lipossomos?3,

3.4 Aplicacbes da terapia génica

O tratamento de doencas através da transferéncia de genes tinha como foco
inicial as doencas hereditarias causadas por defeitos em um uUnico gene, tais como
fibrose cistica, hemofilia e distrofia muscular'.

Porém hoje em dia a terapia génica também é usada tanto no tratamento de

doencas hereditarias como no tratamento de doencas adquiridas. Os experimentos
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clinicos em andamento tém como objetivo tratar doencas adquiridas, como Aids,
doencas cardiovasculares e varios tipos de cancer. Isso ocorre principalmente porque
as doencas adquiridas tém uma alta incidéncia na popula¢cdo mundial em comparagao
com as doencas monogénicas. Dessa forma se forem bem sucedidos podem trazer
grandes beneficios para a maior parte da populagdo submetida ao procedimento!? 24,

Entre as doencas estudadas, 8% foram relacionadas a doencas infecciosas,
8,4% a doencas cardiovasculares e 64,4%, a doencgas oncoldgicas tais como cancer
de pele, canceres neuroldgicos, canceres gastrointestinais, cancer de ovario, cancer

de pulméo, leucemia e outros (Figura 1)*2.

Figural: Distribuicdo em percentagem dos ensaios clinicos realizados mundialmente
até 2012 (adaptado de Ginn et al., 2012).

Doencas cancerigenas 64.4% (n= 1186)
Doencas monogénicas 8,7% (n=161)
Doencas cardiovasculares 8.4% (n=155))

Doencas infeciosas 8% (n=147)
Doencas neuronais 2% (n=36)

)
=

Doencas oculares 1.5% (n= 28)
Doencas inflamatérias 0,7% (n=13)
@ Outras doencgas 1,4% (n=25)

@ Marcador de gene 2.7% (n=50)

¢ Voluntirios sauddveis 2.3 % (n=42)

Fonte: The Journal of Gene Medicine, 2010, John Wiley anda Sons Ltda.

3.4.1 Doencas hereditarias

3.4.1.1 Fibrose cistica

A fibrose cistica € uma patologia hereditaria e letal, autossémica recessiva
definida por uma mutacdo no gene do regulador de condutancia transmembrana da
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fibrose cistica (CFTR), que tem como principal funcdo o transporte ibnico de Na+
(sodio), K+ (potassio) e ClI- (cloro) por meio de membranas epiteliais. A maioria dos
sintomas da doenca ocorre por conta de secrecfes espessas e viscosas causadas
pela auséncia de pelo menos um alelo funcional que origina tais alteragbes, as
hipersecrecdes nos pulmdes séo a causa primordial de mortalidade da doenca. Sendo
uma das principais doencas hereditarias recessivas, monogénicas, com mais ensaios
clinicos com recurso a terapia génica?.

A principal estratégia utilizada para normalizar o transporte idnico
transmembrana € a reconstituicio de uma copia Ut do gene CFTR, poucas
guantidades desse gene ja sao suficientes para a prevencao dos principais sintomas
dessa doenca, pois uma pequena por¢cado de células do epitélio sera necesséria para
desenvolver o gene CFTR que fara a correcéo total do transporte idnico?13,

Vetores virais e ndo virais sdo empregados para transferir o gene CFTR
funcional para as células, no entanto, ha dificuldades a serem vencidas, como a
grande quantidade de tecidos alvo distintos e a presenca de secre¢cbes em alguns
desses tecidos, pois ha uma camada mucosa que impossibilita a entrada dos vetores

nas células afetadas?’?.

3.4.1.2 Hemofilia

A hemofilia, em seus subtipos A e B, € uma doenca genética recessiva rara que
afeta principalmente o sexo masculino por estar ligada ao cromossomo X, que resulta
em uma deficiéncia no gene codificante causando uma deficiéncia nos fatores VIl e
IX de coagulacdo, o que pode predispor seus portadores a sangramentos
espontaneos ou a consequéncias de maior gravidade ao sofrerem lesbes. E seu
tratamento convencional recorre a transfusdes dos fatores de coagulacao que estéao
em defasagem?> 26,

A terapia genética propde adicionar o gene codificante do fator de coagulacao
funcional, neste caso, por meio de uma infuséo direta na veia do paciente utilizando

um virus adenoassociado e modificado?®.
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3.4.1.3 Distrofia muscular

A distrofia muscular € caracterizada como um grupo de desordens musculares,
de origem genética causada pela mutacdo de um ou mais de um gene, é um conjunto
de doencas musculares que causa fragueza e atrofia que se da por falta ou ma
formacdo de proteinas complexas essenciais para a fisiologia do funcionamento
muscular, proteinas essas responsaveis pela ligacdo de proteinas musculares a
membrana plasmatica do musculo (sarcolema). A degeneracdo da membrana que
envolve os musculos é a principal consequéncia quando ha falhas em uma das
proteinas do complexo de distrofia, resultando nos sintomas caracteristicos da
doenca: enfraguecimento dos musculos e morte do tecido muscular?’.

Os genes comprometidos sao candidatos ideais para a estratégia utilizada, no
entanto a transferéncia do gene funcional para o tecido muscular ndo é uma tarefa
facil, uma vez que este corresponde a mais de 40% da massa corporal. Passaram
pela transferéncia de um vetor do gene funcional da distrofia ou de uma das proteinas
associadas, ou ainda de um anélogo da distrofia, a atrofia, ou pela regulagéo positiva
da expressdo da atropina. Com isso serd possivel ultrapassar os desafios da
distribuicao sistémica, sem reacdes adversas, para células alvo, com bons resultados

no tratamento da doenca?’ %8,

3.4.1.4 Imunodeficiéncia

A terapia genética foi aplicada com éxito no tratamento de uma
imunodeficiéncia congénita autossdmica recessiva grave, a deficiéncia na adenosina
desaminasse, 0 papel dessa enzima é fundamental para o metabolismo das purinas
e para diversos processos metabodlicos em varias células do organismo, os linfocitos
T, que eliminam os subprodutos metabdlicos toxicos para as células, que acumulam
com sua auséncia e acabam provocando a lise celular. A deterioracdo das células do
sistema imune implica o seu papel de defesa, surgindo infe¢des oportunistas de forma

regular e podendo causar até morte do individuo®?.
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3.4.2 Doencas adquiridas

3.4.2.1 Doencas cancerigenas

O céancer é a segunda maior causa de morte do mundo, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude — OMS, a doenca mata mais de 10 milhdes de
pessoas todos 0s anos. Durante todo tempo, as células do nosso corpo sédo divididas
e produzidas para manter a homeostase, a doenca do cancer surge decorrente do
crescimento rapido e incontrolado dessas células, levando a falha multiplicacéo, até a
metéstase das células normais, tecidos e 6rgaos. A doenca cancerigena se classifica
em diversos subtipos, podendo ocorrer em tecidos como pele, pulmao, 0ssos, entre
outros. Fatores como: hereditariedade, bebidas alcodlicas, tabaco, radiacdo solar,
alteracGes genéticas podem levar ao seu aparecimento?®.

A cura do cancer depende principalmente do grau de agressividade em que a
doenca se cura, o0 estagio em que ela € descoberta e na maneira com que sera tratada,
entretanto, alguns possuem alta taxa de cura, mesmo com diagndéstico em fase
avancada. Os tratamentos mais utilizados sé&o a cirurgia, radioterapia e quimioterapia,
essas terapéuticas sdo invasivas, e muitas vezes danosas, tanto para as células
tumorais, tanto para as saudaveis?® 30,

O uso de tecnologias de DNA recombinante, permitem a introducao de genes
sadios e modificacdes genéticas de virus para provocar a morte seletiva de células
tumorais, € uma das possiveis formas de tratamento do cancer, entretanto, esse
sistema ainda se encontra em fase de teste. A terapia génica para com o cancer, é
um tratamento com alto custo, e que nao esta isento de efeitos colaterais,
apresentados nesse caso como uma gripe, febre e inflamacdes locais®?.

O objetivo da terapia génica nas doencgas cancerigenas é corrigir as mutacdes
genéticas que o cancer desenvolveu, e a principal via & causar a morte celular das
células malignas. Uma possivel aplicacdo do uso de fontes radioativas se concentra
no desenvolvimento de radiobiomarcadores que permitam o rastreamento em tempo
real da atividade isotOpica. Isso ajudaria a entender a evolucdo do cancer em
pacientes com baixo progndstico de vida. Nanoparticulas inorganicas com alto numero
atbmico tornam-se potenciais fontes secundarias para aumentar o bombardeio de
DNA30, 31.
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3.4.2.2 Doencas infecciosas

As doencas infecciosas sdo aquelas manifestacbes causadas por
microrganismos de alta capacidade patogénicas, como fungos, bactérias, virus e
protozodrios e pela resposta que o hospedeiro tem em relacdo a infeccdo. As
principais doencas infecciosas e que persistem no Brasil sdo a gripe, infec¢cdes de
pele, hospitalares, AIDS/HIV, hepatites B e C, tuberculose e doencas respiratérias e
diarréicas. S&o caracteristicas de uma doenca infecciosa os sinais, sintomas e
alteracdes fisiologicas, bioquimicas e histopatolégicas, esses mostram que a pessoa
foi infectada, ou seja, houve a necessidade de um agente infectar o hospedeiro e esse
contato houve uma manifestacéo. Transmitida através de agua, alimentos, ferimentos
de animais, insetos e carrapatos, via respiratéria, via sexual'?.

Dependendo do agente causador, as doencas infecciosas podem ser
consideradas como doencas genéticas realizadas, sendo esse conceito mais facil de
entender quando se trata de infecc¢des virais. Esses microrganismos desenvolveram
a capacitancia de inserir seu genoma nas células do organismo hospedeiro e se
multiplicar. As patologias emergem nesse processo devido a destruicdo dos tecidos e
a reacao do organismo. Por exemplo, o desenvolvimento de genes "anti-HIV" levou
ao eshoco de terapias génicas promissoras para tratar a SIDA, com o0 maior nimero
de protocolos clinicos para doencas infecciosos em curso contra esse virus?!?,

Espera-se que a possibilidade de introduzir um gene anti-HIV em células-tronco
da medula éssea in vivo esteja disponivel em breve. Essas células ddo origem as
células do sangue e ja ha evidéncias de que linfocitos de células-tronco com genes
anti-HIV tornam-se resistentes a replicacdo do HIV, abrindo uma perspectiva

promissora para pacientes com AIDS?2,

3.4.2.3 Doencas cardiovasculares

As doencgas cardiovasculares sao aquelas que acometem o coragéo e todo
sistema cardiovascular, responsavel por conduzir o sangue. As doencas
cardiovasculares sao responsaveis pela maior causa de morte do mundo — cerca de
7 milhées de mortes/ano. Os fatores de risco para o desenvolvimento da doenca sao

principalmente genéticos e também associados ao estilo de vida — sedentarismo,
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cigarros, uso excessivo de alcool. As doencas cardiovasculares sdo a hipertensao,
insuficiéncia cardiaca, AVC, entre outros®.

A terapia génica para doengas cardiovasculares nao visa apenas substituir um
gene anormal, mas sim regular positivamente a gesto de uma proteina lucrativo
aumentando o conteudo de DNA. O melhor método € tomar um plasmideo nu
contendo DNA (sem vetor), requer altas doses de DNA, tem levemente gesto
transitéria e deve ser entregue localmente, pois é apeado por nucleases circulantes
em que tempo entra na circulagdo. Sua poténcia depende do gene, vetores e
aparéncia de direcao utilizada. A opcédo dos vetores esta relacionada a seguranca,
tempo de gesto e aparéncia de direcdo considerada®?.

Os virus infectam naturalmente as células e introduzem seu DNA nelas. Os
virus usados para terapia génica sao modificados de aparéncia, que ndo possam se
responder nas células hospedeiras ou transverberar proteinas necessarias para o
encapsulamento, e essas sequéncias do genoma viral sdo substituidas pelo gene
cobicado a ser explicito pela célula-alvo. No entanto, eles desencadeiam a reacao
livre do hospedeiro, 0 que reduz a poténcia de futuras aplicacdes com o proprio vetor.
Os vetores adenovirais sdo 0s mais usados em doencas cardiovasculares, pela via
intravenosa. Os testes clinicos usam preferencialmente a sistema intracoronaria

(adenovirus) ou intramiocardico (DNA nu ou adenovirus)3?.

3.4.2.4 Doengas neurolégicas

As doencas neurolégicas sdo patologias que acometem principalmente o
sistema nervoso central e periférico, nas regides do cérebro, nervos e medula
espinhal, que afetam nossos movimentos voluntarios, capacidade motora e cognitiva.
As patologias neuroldgicas sédo alvo de muitas pesquisas cientificas, por se tratar de
doencas que ndo possuem cura, e sim tratamento para aliviar ou retardarem as
mesmas. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude as doencas neurolédgicas
deixam mais de 6 milhdes de pessoas por ano3:.

As principais causas advém de fatores genéticos, infec¢des, ma alimentacéao e
sedentarismo. Os principais disturbios sdo: doenca de Alzheimer, epilepsia, tumores
cerebrais. O cérebro e todo sistema nervoso sdo 0s responsaveis por todo
funcionamento harménico e regular do corpo e uma cura geral para cada ainda € algo

a ser descoberto. A doenga de Alzheimer (DA) e a doencga de Parkinson (DP) tem se
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tornado muito prevalente. Apesar das diferentes apresentacdes clinicas, ambas as
condi¢cbes sao caracterizadas por agregados de proteinas mal dobradas que levam a
perda gradual de neurbnios e suas conexdes sinapticas em éareas especificas do
cérebro (SOTO; PRITZKOW, 2018)%.

Enquanto ainda ndo ha a cura, busca por estratégias terapéuticas tornam-se
necessarias, e ultimamente, muito se falam da terapia génica in situ para essas
condi¢cdes neurodegenerativas, se trata de uma nova alternativa para o tartamento
dessas doencgas, e consiste na transferéncia de material genético com potencial
terapéutico para as células de um paciente. Uma das estratégias utilizadas é
administrar um vetor carregando esse material genético diretamente no tecido alvo,
nesse caso, no sistema nervoso central. Dessa forma, é possivel atravessar a barreira
que limita 0 acesso ao nosso cérebro: a barreira hematoencefalica®?.

Para as condi¢cdes neurodegenerativas, sao utilizados como vetores, 0s virus
adenossociados ou 0s mentivivos, uma vez que esses sao capazes de levar o material
genético para as células que ndo estdo se dividindo, nesse caso, os neurbnios. Na
construcdo desses vetores, parte do genoma original dos virus € substituido por um
gene terapéutico, tornando o virus incapaz de se replicars3.

A injecdo do vetor diretamente no parénquima cerebral, é a estratégia in situ
mais utilizada, embora o procedimento seja invasivo, é possivel atingir uma alta
expressao local utilizando doses virais baixas. J& administracéo intratecal, é realizada
na lombar, e dessas técnicas € a menos invasiva, com a vantagem de ser um
procedimento bastante utilizado na pratica clinica. Uma boa transducéo é obtida na
area da medula espinal, mas a distribuicdo para o cérebro € limitada, outras vias
também séo estudadas®3.

As doencas lisossémicas sdo 6Otimas candidatas a terapia génica por ser
causada pelas mutagces em um Unico gene, caso estudos indicaram reducdo da
progresséo da doenca. J& no caso da doenca de Alzheimer e da doenca de Parkinson,
sdo doencas multifatoriais que nédo apresentam laudo terapéutico especifico, as
principais estratégias utilizadas até o momento, €& a administragcdo de genes que
codificam proteinas com efeito neuroprotetores, ou enzimas envolvidas na sintese de
neurotransmissores, por exemplo, em um estudo clinico para a doenga de Parkinson,
foi utilizado no parénquima cerebral, um vetor adenoassociado, carregando um gene

envolvido na sintese de um neurotransmissor, que teria o potencial de aliviar as
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condicbes motores. Os resultados indicaram melhora nos fatores motores dentre de
12 meses em comparagdo com o grupo controle33,

Os ensaios clinicos até o momento tiveram sucesso em demonstrar a
viabilidade dos procedimentos e sua seguranca. A maioria dos resultados publicados
sao abertos, e, portanto, os dados da eficacia sao preliminares. Os ensaios clinicos

foram buscados na plataforma ClinicalTrials.gov em novembro de 202033,
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Durante décadas, a ciéncia vem tentando lutar contra doencas que assolam a
humanidade cancer e as autoimunes que séo patologias com sistema complexo e até
os dias de hoje, sdo um grande problema e consideradas doencas incuraveis. Com
técnicas de transferéncia genética, como € o caso da terapia génica, essas e outras
doencas poderdo daqui a alguns anos, ser tratadas a até mesmo curadas. A terapia
génica é uma nova esperanca para a ciéncia, mas existem, ainda, alguns empecilhos
que impedem sua utilizacdo. HA muitas questbes técnicas e éticas para serem
resolvidas e discutidas. Como, por exemplo, de os vetores usados na transferéncia
que ainda nao sao “ideais” e podem causar reacbes adversas como alta
imunogenicidade que pode levar o paciente ao falecimento, como ja ocorreu em 1981
com o paciente Jesse Gelsinger, de 18 anos. E até mesmo com a falta de eficiéncia
de atingir alvos especificos levar ao surgimento de tumores indesejados, como ja
ocorreu em 2000 em 4 pacientes tratados com terapia génica. Mas ndo existem
apenas questdes técnicas a seres resolvidas. Por se tratar de uma terapia irreversivel
e que envolve o genoma celular, existem algumas questdes éticas a se discutir como,
por exemplo, a terapia feita em células germinativas que causaria a mudanca genética
nao apenas ao paciente, mas sim em toda geragao seguinte o que poderia vir, um dia
a acabar com a diversidade humana, a até mesmo sendo usado com uma forma de
hegemonia, alterando carateristicas fenotipicas humanas.

Agora, olhando pelo lado dos acertos e considerando que 0s contras dessa
técnica sejam resolvidos, as perspectivas para o futuro sdo inegaveis. Existem, no
mundo, agora varios ensaios clinicos sendo feitos utilizando principalmente a edi¢édo
génica com a CRISPR-Cas9. No Brasil, esta ocorrendo agora através do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) a UFMG sediara o primeiro Centro de produgéo de vetores
virais, do Brasil. O sistema CRISPR-Cas9 ainda € pouco desenvolvido no pais. Essa
€ uma mais rapida e facil de ser ultimada para edicdo de genomas, até agora.
Constitui-se um avanco promissor para 0 desenvolvimento da terapia genica,
principalmente em células humanas, podendo vir a ser um grande avanco no
conhecimento na area de neurociéncias, resultando em novos tratamentos para
doencgas neurais.

Portanto, como ocorreu a séculos no desenvolvimento de medicamentos,

tratamentos ou qualquer nova tecnologia ainda necessita de mais estudos e testes
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clinicos elucidativos. Futuramente, ha esperancas de que a aplicacado dessa técnica

traga um enorme avanco médico para a humanidade.
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