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Resumo

A terapia génica apresenta uma nova expectativa para o tratamento de diversas doencas pela
transferéncia de material genético. A insercéo de genes em células-alvo por vetores tem um conceito
simples, entretanto, este procedimento gera incertezas em relacéo a possiveis respostas imunoldgicas
e alteragbes genéticas que podem ser apresentadas. O estudo é baseado em técnicas relacionadas a
biologia molecular, sendo aplicado em ensaios clinicos por diversos paises no mundo. Em alguns
casos a terapia génica ja tem mostrado resultados de sucesso, como a correcdo do gene mutante para
enzima adenosina desaminase (ADA), mas na tentativa de corregdo do gene da enzima ornitina
transcarbamilase (OTC) a terapia resultou em fracasso. Este artigo de revisdo mostra amplitude da
aplicacdo dos experimentos, as melhores caracteristicas de um vetor e as medidas que devem ser
avaliadas em um teste de fases.

PALAVRAS-CHAVE: Biologia molecular. DNA. Tratamento.

Abstract

Gene Therapy presents a new expectation for the treatment of various diseases by the transfer of
genetic material. The insertion of genes into target cells by vectors has a simple concept, however, this
creates uncertainties on possible immune responses and genetic changes that may be presented. The
study is based on techniques related to molecular biology, being applied in clinical trials for various
countries in the world. In some cases, gene therapy has already shown success results by correcting
the mutant gene for adenosine deaminase enzyme (ADA), but in trying to fix the gene of the ornithine
transcarbamylase enzyme (OTC) the therapy resulted in failure. This review article shows the breath of
applications in experiments, the best characteristics of a vector and the measures that should be
evaluated in a test of phases.

KEY-WORDS: DNA. Molecular biology. Treatment.

Introdugéo

Em 1953, James Watson e Frederick Crick propuseram o modelo da dupla hélice como estrutura para
a molécula de DNA recebendo o prémio Nobel pela descoberta (WATSON e CRICK, 1953).
Posteriormente em 1964, a descoberta das enzimas de restricdo permitiu o isolamento de seqléncias
de DNA (BOYER, 1964). Em 1972, Paul Berg e colaboradores recombinaram o DNA do virus SV40
com DNA de Escherichia coli (JACKSON et al., 1972). Um ano depois foi divulgada a obtengéo do
primeiro organismo geneticamente modificado a partir de bactéria £. coli (COHEN et al., 1973). Logo
em 1978 esse mesmo procedimento foi utilizado para producdo da insulina humana (BRONSON,
1978) e em 1982 a purificagdo desta proteina deu origem & produgéo do primeiro medicamento
produzido por engenharia genética aprovado pela Food And Drug Administration (FDA) nos Estados
Unidos (JONHSON, 1982).

Hoje a ciéncia avanca desvendando o codigo genetico, 0 que vem sendo divulgado amplamente na
midia como: “A chave da vida". Com o Projeto Genoma Humano, que foi ir)iciado em 1990 e finalizado
em 2003 por um consorcio internacional; liderado pelos National Institutes of Health (NlH_) eo
Departamento de Energia dos Estados Unidos (VENTER et al., 2001). Estes avancgos permitirdo a

utilizagéo deste conhecimento para a disponibilizagéo de diagnosticos pré-clinicos para varias
doencas.

No gen;)ma humano encontramos codificados no DNA as instrpg;ées so~bre todas aggar;acrt:rlﬁgggz
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perceptiveis ou n&o, dentre elas estdo as que trazem beneficio para uma populagéo e outras que
geram maleficios (GRIFFITHS et al., 2001).

A medicina preventiva visa minimizar o indice de doencas hereditarias, degenerativas e doengas
infecciosas que afetam a populagdo de um modo geral. Com conhecimento das varias desordens
genéticas que levam as doencas incuraveis pode-se procurar solugdes sobre a melhor forma para
tratamentos (Figura 1).

De acordo com RANG et al. (2001), existem atualmente quadros patolégicos que ndo podem ser
unicamente amenizados por métodos convencionais.

O encaminhamento dessas evolucdes biotecnoldgicas e o conhecimento especifico sobre as doencas
genéticas abrem portas para um novo tipo de tratamento que ja vem sendo utilizado em fase
experimental nos diversos laboratérios espalhados pelo mundo, a Terapia Génica que representa
uma alternativa para o tratamento das doencas genéticas ditas “incuraveis”.

Conforme a revista HEBRON (2003), estima-se que em 2010 testes para avaliar o risco de cancer,
diabetes e enfarte vao se tornar comuns. Acredita-se que terapias genéticas combateréo com sucesso
varias doencas e tumores. Em 2015 os remédios personalizados serao possiveis por meio da consulta
do DNA do paciente e no ano de 2025 doencas hereditarias seréo eliminadas com a corregéo de
genes defeituosos.

Conceito

Terapia Génica é o tratamento de doencas, sejam elas de carater herdado ou adquirido (NARDI,
2002), que utiliza técnicas aplicadas na manipulacéo de materiais genéticos com o intuito de transferi-
los para célula(s)-alvo, tecidos ou 6rgéos inteiros, tendo finalidade de cura de doencas ou melhora do
quadro clinico de um paciente. A principio os genes sdo inoculados em vetores (VERMA e
WEITZMAN, 2005).

Este procedimento aplica-se tanto em humanos como em animais e plantas, diante de qualquer etapa
da vida de um individuo. Os experimentos clinicos da terapia génica no cancer superam
aproximadamente 67% todos os outros tipos de tratamento, em segundo lugar vem a preferéncia para
as doencas cardiovasculares e logo em seguida as monogénicas. Atualmente os Estados Unidos vem
sendo o pais onde ocorre o maior nimero de testes (Figura 1).
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FIGURA 1: Indicactes da terapia génica por experimentos clinicos n=1000. Disponivel em .
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organismo com excecéo das que s&o responsaveis pela fecundagéo (espermatozoides, dvulos e suas
respectivas células precursoras). A técnica consiste na introducdo de material genético em células
somaticas por técnicas artificiais, com a finalidade de corrigir defeitos genéticos ou estimular respostas
imunes contra a expresséo fenotipica de genes defeituosos, ou para prevenir a sua ocorréncia.

Terapia Génica Germinal (TGG)

GRIFFITHS et al. (2001) relata que a terapia génica germinal por apresentar muitas controvérsias, tem
sido realizada unicamente em experimentos animais. Utilizando-se a técnica em humanos, por
exemplo, existe o risco de podermos conceber bebés com doencas inesperadas, danos cerebrais ou
mesmo alteracdes ao nivel da personalidade. Esta é uma raz&o por que a terapia genética na linha
germinal é atualmente ilegal em muitos paises.

Técnicas Aplicadas
Técnica ex vivo

S#o isoladas células do paciente tratadas in vitro, modificadas geneticamente e re-transplantadas
(BONASTRE, 2005).

Técnica in vivo

A terapia que envolve a transferéncia direta do gene, usando um vetor, no tecido do paciente
(BONASTRE, 2005).

Vetor
O vetor é 0 agente que possui 0 gene de interesse que sera transferido para uma célula receptora.

Para se obter uma transferéncia genética de sucesso, deve-se escolher vetores que obedecam a uma
série de parametros.

Para RANG et al. 2001, um vetor ideal deve ser produzido de forma facil, concentrada e ser
capacitado de inocular os genes corretamente nos varios tipos celulares (em divisdo ou n&o) atingindo
seus respectivos nuicleos, contudo deve apresentar seguranca, ser altamente eficiente e seletivo para
as células tratadas. O gene alvo necessita estar protegido contra degradagéo e néo ligado a outros
que tragam uma resposta imune ou toxidade gerando maleficio ao hospedeiro. Além disso, o melhos
vetor seria aquele que acomodasse a maior quantidade de material genético a ser transferido e que
este expressasse de uma forma duradoura ou persistente.

Um vetor prontamente perfeito que demonstre todas as caracteristicas exigidas ¢ dificil de ser isolado,
devendo assim programar qual o objetivo sera preciso atender.

Levando em consideracdo as vantagens e desvantagens encontradas, foram classificadas duas
classes de vetores: os vetores virais, responsaveis pela transfecgéo, dentre os mais usados estdo os
retrovirus, adenovirus e virus adeno-associados, e 0s ndo-virais que possuem como exemplos mais
utilizados os plasmideos e os lipossomos. O vetor mais utilizado vem sendo o adenovirus com 24.7%
dos casos, logo os retrovirus ganham um destaque conjunto estabelecendo 22.8% de toda a
preferéncia e dentre aqueles n&o-virais, a lipofecgéo assume 7.6% dos protocolos (Figura 2).
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FIGURA 2 Vetores mais utilizados em experimentos clinicos de terapia génica n=1000. Disponivel
em .

Aplicagées da Terapia Génica

Em 14 de setembro de 1990, Ashanti DeSilva uma menina de 4 anos de idade se tornou a primeira
paciente a ser tratada usando a terapia génica segundo o National Institutes of Health (NIH) Clinical
Center. Ela sofria de uma imunodeficiéncia severa combinada (SCID) causada pela mutagédo na
enzima adenosina deaminase (ADA) envolvida no metabolismo das purinas. Esta enzima esta
distribuida em todo organismo apresentando um papel importante no sistema imune, possui alta
atividade nos linfocitos T e macréfagos. As criancas que possuem essa deficiéncia ndo sao capazes
de apresentar uma resposta imune as infeccdes e tém de levar uma vida muito restrita. A paciente
recebeu suas préprias células T tratadas ex-vivo com um vetor retroviral carregando o gene normal
para ADA, resultando em um sucesso para a nova terapia (ANDERSON, 1992).

Com essa revolugdo médica, tornou-se possivel a esperanca que doencgas genéticas como deficiéncia
de ornitina transcarbamilase (OTC), fibrose cistica e hemofilia poderiam ser eliminadas. O problema
principal era encontrar um procedimento ideal para inserir o gene de forma segura e eficaz.

Os retrovirus possuem um sistema de integracdo ao genoma hospedeiro, portanto o nao
conhecimento especifico para essa inser¢cdo poderia provocar diversos quadros clinicos que o
paciente antes n&o apresentava. Esse virus nos experimentos utilizados até enté@o funcionava de
forma perfeita, porém depois da primeira experiéncia de Anderson, mais ninguém conseguiu ser
curado de uma desordem genética.

Na metade dos anos noventa, a terapia génica n&o estava funcionando, no entanto o erro ocorria no
tipo de vetor utilizado. O conceito do tratamento é simples, mas a inser¢do do gene ndo era téao
simples.

Em 1992 James M. Wilson procurou usar o adenovirus como vetor. Um fato importante por ser um
virus humano, este podia infectar quase que todas as células do corpo nao integrando o gene
terapéutico ao genoma (BBC Worldwide Limited 2005).

Jesse Gelsinger (voluntario) um adolescente de 18 anos, foi a primeira vitima da terapia génica e
morreu em 1999 com sindrome inflamatéria sistémica e faléncia multipla dos érgéos apos ter recebido
a injecdo intra-hepética de adenovirus (RAPER et al, 2003; SAVULESCU, 2001; STOLBERG, 1999).
Jesse sofria de Ornitina Transcarbamilase (OTC), uma doenga hepatica que resulta no acumulo de
aménia e seus percussores metabdlicos que leva a intoxicacédo (DEPARTAMENTO DE JUSTICA DOS
ESTADOS UNIDOS). A doenca estava controlada com dieta e medicamento e o paciente se mostrava
saudavel mas decidiu mesmo assim participar da terapia génica, entendendo que poderia ajudar
outras pessoas com a mesma doenca.

Sua morte foi relacionada a resposta imunolégica grave ao adenovirus carreador, um dos problemas
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principais desse virus é que mesmo as versbes inativadas podem estimular resposta imune e a
expressdo em longo prazo do gene é teoricamente impossivel, podendo o sistema imune destruir as
células infectadas. O fato para o ocorrido € que pesquisas realizadas na Universidade da Pensilvania
ja demonstraram que os testes haviam registrado a morte de um macaco e o paciente continuou a
receber dosagens muito altas do virus (LEHRMAN, 1999).

A primeira cura com terapia génica foi reportada em 2000 quando Alain Fischer teve sucesso total
tratando criangas com SCID-X1 (sindrome de imunodeficiéncia severa ligada ao cromossomo X)
(DOVE, 2000). Infelizmente, por volta de 30 a 34 meses depois desse tratamento, 2 dos 10 doentes

desenvolveram uma sindrome leucémica ‘leukemia-like syndrome’; essas criancas foram tratadas
subseqilentemente com quimioterapia (HACEN-BEY-ABINA, 2003).

Melhor Vetor e sua Produgao

Dentre os sistemas para transferéncia génica os vetores virais sdo os modelos mais eficientes para a
terapia génica desde que, sejam capazes de infectarem uma proporg@o elevada de ceélulas e
incapazes de replicar-se para produzir algum tipo de enfermidade ao paciente a ser tratado
(CASTTELANOS, 2005).

Muitas técnicas para a construgéo de virus capacitados a inocular o gene terapéutico em células-alvo
estao disponiveis. Alguma delas requerem a utilizagdo de plasmidios que irdo incorporar 0 gene de
interesse “gene-alvo” e outros que incluiréo parte dos genes virais responsaveis pela sua formacgéo
estrutural como envelope e capsideo (DANTHINNE, 2000).

A producdo do vetor é feita mediante a eliminacdo das propriedades gendmicas virais que sdo
essenciais a sua replicagdo, substituindo-as por genes terapéuticos. A regido ocupada por estes
genes denomina-se cassete e geralmente esta ligada a um promotor (CASTTELANOS, 2005).

Para fabricagdo in vitro dos vetores recombinantes, as proteinas essenciais para replicacéo viral
devem ser removidas, com a finalidade de retirar as caracteristicas imunogénicas do patégeno
(VORBURGER, 2002) e esses genes agora ausentes no genoma viral sera incorporado em plasmidios
para serem introduzidos nas células denominadas empacotadoras (BREYER, 2001).

Tipos de Protocolos

Os protocolos em terapia génica ajustam a fase dos testes com o nimero de individuos testados. Tudo
¢ seguido criteriosamente para que no resultado final ocorra especificidade e seguranga no
tratamento. Na fase | é envolvido um numero pequenc de pacientes para a avaliacdo da reacdo a
diferentes formas de administragéo do tratamento (via, dose, freqtiéncia), principalmente aos aspectos
de seguranca. Nos protocolos de fase Il participam cerca de 20 a 50 pacientes e continuando a analise
dos aspectos de seguranca também se inicia a avaliagéo da eficiéncia do tratamento. Com aprovacao,
a fase |}l inicia atingindo um nimero bem maior de pacientes que serdo comparados por meétodos
estatisticos, @ nova proposta de estudo com um tratamento padréao ja bem estabelecido. Com tudo
prontamente perfeito, o protocolo clinico atinge fase IV, onde a terapia estara de acordo com todas as
normas, pronta para futuramente ser implementada como um tratamento, isento de quaisquer danos
que venha a comprometer a vida ou a salide dos pacientes (NARDI, 2002).

Espécies Estudadas

Diversas espécies ganham destaques especiais na aplicagéo da terapia génica, em varios casos sao
simuladas doencas que acometem humanos em modelos animais, é o caso do tratamento da hemofilia
B e distrofia muscular em caes (MOUNT, 2002; HOWELL, 1997), diabetes e Parkinson em ratos
(KOLODKA, 1995; BJORKLUND, 2000) e a citrulinemia em bovinos (LEE 1999).

Conclusao

A aplicacédo da terapia génica com seguranca e eficacia na prevencéo e eliminacdo de doencas
genéticas dependera essencialmente de se aprofundar em conhecimentos especificos da biologia
molecular e fisiopatologia das doencas. Os terapeutas genéticos devem desenvolver metodologias
mais eficientes para a transferéncia génica, assim como conhecer processos em estudos aplicados a
respostas imunologicas.

Os estudos para a melhoria nos vetores devem continuar atendendo as exigéncias das células a
serem tratadas, proporcionando a melhor: via, dose e frequéncia de inoculagdo. A adogdo da
metodologia como forma de tratamento deve esperar que pesquisas avancem com sucesso em
protocolos clinicos de fase IV em humanos. A alma para a obtencéo de otimos resultados dependera
do envolvimento de varios tipos de profissionais capacitados a ajudarem.

No mundo, a Terapia Génica ja vem avangando com sucesso, sendo bem desenvolvida em doencas
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degenerativas como Alzheimer e Parkinson além estar proporcionando étimos resultados no combate
a diferentes formas de cancer. O Brasil é um forte aliado na busca por novas vacinas, como outras
experiéncias até aqui aplicadas que possuem perspectivas promissoras.

A batalha consiste também no incentivo & construcdo de novos centros de Terapia Génica no pais que
incentivardo pesquisadores a solucionarem o problema das "doengas incuraveis”.
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