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RESUMO

O presente estudo tem por objetivo destacar a importancia
do uso da terapia génica no tratamento de doencas. Tra-
ta-se de uma revisao de literatura, onde foram utilizados
artigos cientificos, periédicos de revistas e livros. A Terapia
Génica é o procedimento destinado a introduzir em um
organismo, com o uso de técnicas de DNA recombinante,
genes selvagens para substituir genes mutados. Resumida-
mente, as etapas envolvidas em um experimento de terapia
génica sdo: o isolamento do gene de interesse, a construcio
de um vetor para transferéncia do gene para a célula-alvo,
e as técnicas de transferéncia do gene. A utilizacdo da tera-
pia génica como forma de tratamento estd relatada nas
doencas como Imunodeficiéncia Severa Combinada, cincer,
doencas cardiovasculares, doenca de Parkinson e cancro de
mama. Novas pesquisas ainda sdo necessarias para aplica-
¢do dessa metodologia em doencgas a fim de obter um tra-
tamento de sucesso.
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ABSTRACT

The present study aims to highlight the importance of the use of
gene therapy to the treatment of diseases. It was based in liter-
ature review, scientific journals, periodicals and books. The
gene therapy is the procedure to introduce an organism using
recombinant DNA techniques, wild genes to replace mutated
genes. Briefly, the steps involved in an experiment of gene
therapy are: isolation of the interest gene, vector construction
for gene transfer to the target cell, and the techniques of gene
transfer. The use of gene therapy as a treatment is reported in
Severe Combined Immunodeficiency diseases such as, cancer,
cardiovascular disease, Parkinson's disease and breast cancer.
Further research is still required for the application of this
methodology in diseases in order to get a successful treatment.
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1. INTRODUCAO

Desde sua criag@o, por Johann Gregor Mendel, em
meados do século XIX, até os dias atuais, a genética
evoluiu extraordinariamente, seus trabalhos realizados
s30 hoje tao atuais como no momento de sua publicagao,
conquistando um lugar de destaque entre as ciéncias'.

A genética ¢ fundamental para as ciéncias basicas da
educagdo médica pré-clinica, e tem importantes aplica-
¢Oes para medicina clinica, saude publica e pesquisa
médica. A genética atingiu um papel reconhecido como a
especialidade que lida com o diagnoéstico, o tratamento e
o controle dos distirbios hereditarios?.

Algumas pesquisas foram realizadas por médicos
geneticistas, uma delas foi o Projeto Genoma Humano,
que tem por objetivo identificar todos os genes respon-
sdveis por nossas caracteristicas normais e patoldgicas,
visando revolucionar a medicina principalmente na pre-
vencdo, diagndstico e tratamento de doencas?’.

Em parceria com outras disciplinas da biologia mo-
derna e com o projeto genoma concluido, favoreceu-se a
compreensdo de muitas doengas, promovendo o desen-
volvimento de meios melhores de diagnostico, medidas
preventivas e métodos terapéuticos, que contribui para a
saude e doenca. Foi um feito grandioso que promete
acelerar o progresso da biologia e da medicina do século
XXI2,

Foi a partir da década de 1940 que a genética tomou
grande impulso, as descobertas sobre a natureza, a com-
posicao quimica e as propriedades do material genético,
assim como as primeiras manipulagdes do DNA de bac-
térias, comegaram a gerar grandes expectativas para
avangos terapéuticos. Em meados da década de 1960,
comegou-se a especulagdo sobre a possibilidade de uti-
lizar virus para transferir genes a seres humanos doentes
e curar doengas genéticas®.

Algumas descobertas foram importantes em areas de
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investigagdo destinadas ao desenvolvimento de novos
tratamentos para doengas ainda incuraveis vem sendo
estudadas, levando em consideragdo, que a expectativa
de curar doengas genéticas repousa sobre a identificagao
de genes responsaveis por sua patogénese e sobre o
avango das tecnologias de DNA recombinante, ou “en-
genharia genética”, que permitem a manipulacdo do ge-
noma de forma cada vez mais eficiente e segura’.

Em 1990, comegava o surgimento da terapia génica,
ou seja, o procedimento destinado a introduzir em um
organismo, com o uso de técnicas de DNA recombinante,
genes selvagens para substituir, genes mutados®.

A terapia génica € a esperanga de tratamento para um
grande numero de doencas até hoje consideradas incu-
raveis por métodos convencionais, das hereditarias e
degenerativas as diversas formas de cancer e doengas
infecciosas. Este tem como objetivo realizar uma revisao
bibliografica sobre a utilizacdo da terapia génica no tra-
tamento de doengas.

2. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo realizado com base em uma
revisdo de literatura, em que foram consultados em arti-
gos disponiveis online nas bases Scientific Eletronic
Library Online (SciELO), National Library of Medicine
(MEDLINE), utilizando-se as palavras-chave: terapia
génica, tratamento e doencas. Outras publicagdes dire-
cionadas também foram utilizadas, como tese e livros.

3. DESENVOLVIMENTO

Terapia génica

A Terapia Génica ou geneterapia ¢ o tratamento, ou a
sua tentativa, de doengas genéticas, hereditarias e adqui-
ridas por meio da introdug@o, em células especificas do
paciente, de copias de genes com objetivos terapéuticos.
Assim, terapia génica € o uso de genes ao invés de dro-
gas para tratamento de doengas’.

As doencas genéticas sdo causadas por mutagdes nos
genes, o gene ¢ a unidade fisica e funcional fundamental
da hereditariedade. Um gene ¢ uma sequéncia ordenada
de nucleotideos localizada em uma posicao particular em
um cromossomo particular que codifica um produto fun-
cional especifico. Ou seja, o gene ¢ um segmento de
DNA que contém instru¢des capazes de codificar uma
proteina®.

O conhecimento dos genes responsaveis por caracte-
risticas normais ou patolégicas permite a aplicagdo dos
principios da medicina gendmica, que devera modificar
os procedimentos médicos no diagnostico e tratamento
de varias doengas e onde se inclui a terapia génica. A
introdu¢do de um gene normal podera reverter o quadro
clinico, em varios outros tipos de doencas, as células
geneticamente modificadas poderdo ativar mecanismos
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de defesa naturais do organismo como o sistema imune
ou produzir moléculas de interesse terapéutico’.

Vetores e métodos de transferéncia de genes

A entrada de DNA puro através da membrana plas-
matica de células eucariodticas é extremamente rara. Essa
dificuldade ¢, naturalmente, benéfica para o organismo,
pois dificulta alteracdes espurias do metabolismo celular
e até mesmo transformacdes semelhantes as que se ob-
servam na evolu¢do das espécies. Por conseguinte, de
modo geral, ha necessidade de um carreador que facilite
a entrada do DNA nas células vivas. Esse veiculo ¢ de-
nominado “vetor”!?.

A palavra vetor, que deriva do latim vector (aquele
que carrega, entrega) define o agente que constitui ou
contém os genes a serem transferidos e expressos em
uma célula receptora. Os diversos tipos de vetores sio
utilizados com o objetivo de levar o gene selvagem ao
ntcleo das células-alvo'!.

Antes de serem introduzidos no paciente, os virus
usados como vetores sofrem varias alteragdes genéticas,
de modo que o gene terapéutico ¢ inserido, enquanto
diversos outros genes que lhe conferem viruléncia sdo
retirados ou inativados. Assim, ao se ligar e invadir a
célula-alvo, os vetores virais injetam seu material gené-
tico contendo o gene terapéutico no DNA do paciente,
possibilitando a transcri¢ao e traducdo do gene para sua
proteina funcional correspondente, ou entdo utilizam a
maquinaria molecular da célula hospedeira para expres-
sar seus genes'2.

O vetor ideal deve ser de facil produgdo, ndo deve
gerar resposta imunologica ao virus ou ao transgene pelo
paciente, deve promover a expressdao do transgene de
modo eficiente e por longo tempo, além de, se possivel,
ter especificidade na célula-alvo'>.

O principio da produgdo de vetores de origem viral
para terapia génica consiste em remover os genes envol-
vidos nos mecanismos patogénicos e de proliferacao
viral, mantendo apenas o necessario para invasdo das
células sem multiplicacdo, seguida da inser¢do de um
gene terapéutico no que resta do DNA viral'4,

Os vetores virais utilizados na terapia génica sao uti-
lizados conforme a patologia do individuo, estes vetores
sdo classificados como vetores adenovirais, retrovirus e
adeno-associados. Os adenovirus sdo bastante utilizados
principalmente devido a pouca patogenicidade e ao tro-
pismo amplo por células humanas. No entanto, a grande
imunogenicidade e a expressdo génica transiente relaci-
onada a estes vetores limitam suas aplicacdes. Atual-
mente, os adenovirus tém uma aplicagdo importante na
transferéncia de genes suicidas a tumores®.

Os vetores retrovirais permitem a integracdo do
transgene no genoma da célula hospedeira, restaurando a
deficiéncia celular de um modo que pode ser permanente.
No entanto, a eficiéncia na produgdo de retrovirus re-
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combinantes ¢ baixa, o que limita a possibilidade de seu
uso, € a inser¢do no genoma ndo impede o silenciamento
posterior da expressdo do transgene'”.

Os virus adeno-associados (familia Parvoviridae)
possuem algumas vantagens em relagdo aos demais sis-
temas virais, como integracdo sitio-especifica, tropismo
ampliado e auséncia de patogenicidade. No entanto, a
limitacdo do tamanho do transgene carreado, a necessi-
dade de virus auxiliares para a producdo destes vetores e,
em certos casos, a perda da capacidade de integracdo
sitio-dirigida tém limitado a utiliza¢do destes vetores’.

A escolha da célula-alvo para introdugdo do gene é
de grande importancia, é preciso que a célula tenha uma
meia-vida longa in vivo ou um potencial replicativo sig-
nificativo, de modo que o efeito bioldgico da transferén-
cia possa ser de duracdo util, como as células-tronco, a
introdu¢do dos genes nessas células pode resultar na
expressao do gene transferido em uma grande populacao
de células filhas?.

A inser¢do do gene terapéutico pressupde sua intro-
ducdo por meio de vetores de transferéncia que sejam
capazes de reconhecer as células-alvo. Os sistemas de
inser¢do de material genético podem ser através das téc-
nicas, ex vivo e in vivo'®.

Na técnica ex vivo, retiram-se células do paciente,
faz-se cultura das mesmas, usam-se vetores para nelas
inserir o gene previamente isolado e engenheirado, e, por
infusdo, essas células tratadas sdo levadas de volta ao
paciente. As células da medula sdo as mais usadas em
terapia ex vivo, embora existam testes em outros tipos de
células. Na técnica in vivo, o gene engenheirado ¢ leva-
do diretamente ao organismo do paciente, também
usando vetores, porém dispensando a retirada de células
e sua subsequente reintrodu¢do no paciente’.

Os métodos de transferéncia génica sdo geralmente
divididos em trés categorias: métodos fisicos (o transge-
ne € introduzido de maneira mecanica nas células), mé-
todos quimicos (o vetor é alguma substincia de origem
quimica) e métodos biologicos (emprego de organismos
que naturalmente possuem a capacidade de transferir
material genético, como os virus ou algumas bactérias).
A escolha do método a ser empregado ¢ feita de acordo
com a patologia, a célula ou tecido-alvo, o tamanho e
tipo de transgene a ser expresso e o tempo e quantidade
de expressio que se deseja obter, entre outros fatores’.

Os métodos fisicos sdo utilizados para introdugdo
principalmente de plasmideos em células, ja que o DNA
transferido por esses métodos encontra-se preferencial-
mente nesta forma''.

Os métodos quimicos utilizam caracteristicas do
DNA e das membranas celulares para, utilizando com-
postos quimicos, garantir a entrada de material genético
nas células’.

De todos os sistemas de transferéncia génica, os vi-
rais sdo os atualmente mais utilizados nos estudos para
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desenvolvimento de protocolos de terapia génica, devido
principalmente a alta eficiéncia de transdugdo obtida
com estes vetores. Todos os sistemas virais utilizados
trabalham com virus deficientes em replicagdo, que sdo
capazes de transferir seu material genético para célu-
las-alvo, mas ndo conseguem replicar-se e continuar seu
ciclo infeccioso!’.

Em contraposicao a resisténcia da membrana celular
a entrada espontdnea de DNA em uma célula, os virus
s30 micro-organismos especializados exatamente em
invadir células e nelas introduzir material genético.
Contém acido nucleico (DNA ou RNA) cercado por uma
capa de proteina e, em alguns casos, de um envelope
adicional de proteina e lipideos e seu ciclo de vida im-
plica liberag@o do acido nucleico viral na célula hospe-
deira. Essa propriedade ¢ explorada para introduzir ge-
nes terapéuticos nas células, por meio de tecnologias de
DNA recombinante!8,

4. DISCUSSAO

A terapia génica pode ser classificada em duas cate-
gorias: terapia génica somatica e terapia génica germinal.
Na terapia génica somatica o material genético ¢ inserido
em células-alvo selecionadas, mas a informacao genética
ndo ¢ passada para a proxima gerac¢ao, ao contrario do
que acontece na terapia génica germinal. Esta classifica-
¢do ¢ de extrema importancia uma vez que, até aos dias
de hoje, a lei N.° 12/2005 de 26 de janeiro (artigo n.° 8),
apenas permite terapia génica em células somaticas'.

O primeiro protocolo de terapia génica em humanos
foi realizado em 1990 nos Estados Unidos, em duas cri-
ancas portadoras da imunodeficiéncia combinada severa.
A doenga esta relacionada com o defeito no gene ADA
que codifica a enzima adenosina desaminase, onde sua
fungdo ¢é catabolizar a adenosina em inosina. A mutagdo
do gene ADA leva a deficiéncia da enzima ADA e act-
mulo de dATP que por sua vez, inibe a atividade da ri-
bonucleotideo difosfato redutase, uma enzima importan-
te para a sintese de DNA ¢ RNA. Os linfocitos, como
todas as células, requerem uma grande quantidade de
DNA e RNA durante a proliferagdo. O acimulo de dATP
nessas células leva a morte precoce dos linfocitos e con-
sequentemente a Imunodeficiéncia Severa Combinada.
O tratamento para essa doenca ¢ realizado através de
injecdes semanais de reposi¢do da enzima ADA, até ser
realizada a terapia génica.

A cada um ou dois meses, os pesquisadores retiravam
células T do sangue da crianca e inseriam o gene da
ADA, induziam a proliferagdo dessas células no labora-
torio e, entdo, devolviam as células tratadas para o san-
gue da paciente, depois de sete infusdes, houve uma
pausa de seis meses, e, a partir dai, as infusdes recome-
caram até o tratamento completar dois anos. Por segu-
ranga, a menina continuou a receber as injecdes sema-
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nais da enzima. A terapia génica dessa paciente, bem
como a realizada a partir de 1991 em uma segunda pa-
ciente de nove anos de idade, teve resultados positivos.
Houve melhora clinica com uma redugdo da quantidade
de enzima que era necessario repor. Observou-se que 0s
niveis da enzima no sangue das pacientes aumentaram
progressivamente com a terapia génica e se mantiveram
estaveis no intervalo de descanso de seis meses e final-
mente, doze anos apds terminarem as infusdes, época em
que foi feita uma reavaliagdo dos dois casos, grandes
numeros de células T continuaram expressando o gene
terapéutico no sangue da primeira paciente, cujo trata-
mento foi mais bem-sucedido do que o da segunda?'.

A terapia génica com o VEGF (vascular endothelial
growth facto) representa um potencial alternativo de
tratamento para angina refrataria, pela possibilidade do
desenvolvimento de circulagdo colateral e melhora da
perfusao miocardica. O VEGF funciona tanto como um
importante marcador de dano endotelial quanto como
mediador de reparo. Em casos de injuria como isquemia,
inflamagdo e infarto tem sua expressdo aumentada e es-
timula a manutenc¢do, mobiliza¢do e recrutamento das
células progenitoras endoteliais da medula dssea®*

Com intuito de induzir a angiogénese miocardica, a
terapia génica utilizando o VEGF poderia representar
uma nova modalidade de tratamento para a DAC (doen-
¢a arterial coronariana). Isso se deve a possibilidade de
desenvolver novos vasos arteriais ou promover a refor-
macdo dos vasos existentes?.

A terapia génica em doencas cardiovasculares nao
visa a substituir um gene anormal, mas supra-regular a
expressdo de uma proteina util aumentando o contetdo
de DNA. Sua efetividade depende do gene, do vetor ¢ da
forma de administragdo utilizados**.

A terapia génica, visando a protecdo miocardica,
também pode ser util na prevengdo da rejeigao de orgéos
transplantados. Em estudos a administracdo do gene da
heme-oxigenase com adenovirus ao coragdo de ratos
antes do transplante levou ao aumento da sobrevida do
enxerto, prevenindo aterosclerose, inflamagdo e fibrose
intersticial?.

Para a terapia génica em degeneragdes retinianas ¢é
desejavel que o gene inserido se expresse por um longo
tempo e tenha regulagdes apropriadas. Existem muitas
degeneragdes retinianas monogénicas ¢ algumas dessas
doengas sdo candidatas a terapia génica, pois, até o mo-
mento, ainda ndo ha outro tratamento. O olho é um 6r-
gdo peculiar para a terapia génica, pois ¢ anatomica-
mente dividido em compartimentos (situagdo ideal para
inser¢do precisa do vetor no tecido de interesse), imuno-
logicamente privilegiado e com meios transparentes. A
maioria das doengas oculares tem defeitos em genes co-
nhecidos e tem progressao lenta permitindo maior tempo
para tratamento?®,

Para terapia génica no tratamento do cancer o efeito
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desejavel ¢ o de provocar a morte seletiva das células
tumorais, as células cancerosas geralmente multipli-
cam-se com rapidez, o que explica o crescimento dos
tumores?’.

O tratamento funciona da seguinte forma, o neuroci-
rurgido remove o maximo possivel do tumor, restando
células tumorais dispersas entre 0os neurénios normais do
cérebro. O gene terapéutico (HSV-TK ou timidina cinase)
¢ injetado na regido operada, penetrando nas células nas
células e comandando a producdo da enzima. Essa en-
zima fosforila o ganciclovir injetado, transformando-o
em uma toxina poderosa que se incorpora ao DNA das
células-alvo, bloqueando a replicagdo do DNA e levando,
eventualmente, 4 morte da célula proliferante®.

A Doenga de Parkinson ¢ caracterizada por perda
progressiva de neuronios na parte compacta da substan-
cia negra do mesencéfalo e alteragdes funcionais em
outros nucleos do tronco cerebral, acompanhada da for-
macao de inclusdes intracelulares denominadas corpos
de Lewy. Isso resulta em deple¢do de dopamina, o neu-
rotransmissor utilizado pelos neurdnios que degeneram
no alvo dos prolongamentos dos neurdnios da substancia
negra, que se chama corpo estriado. Com a evolugéo da
doenga, encontra-se adicionalmente o envolvimento de
outros sistemas de neurotransmissores. Os distirbios
motores tipicos da doenga, como tremor de repouso,
lentiddo dos movimentos e rigidez muscular, sdo fre-
quentemente acompanhados por instabilidade postural,
disfuncdo visceral e distirbios cognitivos?®.

As estratégias de terapia génica para tratamento da
doenga de Parkinson incluem a indug¢do da producdo
local de dopamina no estriado, a oferta de fatores neuro-
troficos para reduzir a perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos ou, ainda, a compensagdo do desequili-
brio funcional na rede de comunicagdo celular dos nt-
cleos da base”.

A terapia génica no cancro de mama tem como obje-
tivo abranger a inducdo de alteragdes no crescimento e
comportamento celular, tal como a inibi¢cdo da prolife-
racdo e da invasdo ou capacidade metastica das células
cancerigenas’®

Uma das estratégias para a transferéncia de genes no
cancro de mama envolve a reposi¢do do gene supressor
de tumor mais comumente alterado nesse caso como o
p533L.

A transferéncia do p53 foi testada utilizando vetor
adenoviral e revelou ser capaz de reverter a resisténcia
de células MCF-7 multi resistente a drogas, a adriamici-
na, provavelmente por um processo associado a inibi¢ao
de glicoproteinas de permeabilidade e indugdo & apopto-
se*?,

A transferéncia do gene p53 também foi realizada
utilizando vetores retrovirais e lipossomas em células
com cancro de mama humano também se tem revelado o
suficiente para reduzir o tumor??,
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A terapia génica consiste de varias abordagens para o
tratamento de doengas humanas ou na corre¢do de qual-
quer disfungdo no organismo, que dependem da transfe-
réncia do material genético exdgeno para as células de
um individuo com o objetivo de corrigir ou eliminar as
causas de patologia que envolva fatores genéticos como
doencas neoplésicas, hereditarias, degenerativas e infec-
ciosas*.

5. CONCLUSAO

Através do estudo realizado podemos compreender
que a terapia génica tem como finalidade a correcao de
um defeito no gene que causa doengas e tem se mostrado
eficaz no tratamento de alteragdes génicas em modelos
animais, mas muitas barreiras ainda necessitam ser
transpostas para que sejam alcangados resultados satis-
fatorios. Os métodos de transferéncia génica disponiveis,
ainda que variados, sdo pouco eficientes e apresentam
sérias limitagdes quanto ao direcionamento celular, po-
dendo ter efeitos adversos nos portadores de doengas.
Ainda com obstaculos impostos o que se espera ¢ ultra-
passar esses limites e obter o tratamento de doengas
através da terapia génica. Assim, novas pesquisas estdo
sendo desenvolvidas a fim de aplicar essa metodologia
no tratamento de diversas doengas, para obter um trata-
mento de sucesso.
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