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Resumo

A terapia génica utiliza técnicas de engenharia genética para interferir na origem de uma
doenca. Nesta técnica introduz-se uma sequéncia de DNA codificante nas células do
paciente como tratamento para a correcao de um problema recorrente devido a um gene
mutado. O uso de vetores virais recombinantes para introduzir o gene correto no
individuo tem se mostrado bastante desafiador e promissor. Este artigo tem como
objetivo apresentar de forma atualizada os conceitos basicos e as perspectivas da terapia
génica para doencas as doencas: fibrose cistica, artrite reumatoide, hemofilia e
dislipidemia (deficiéncia da lipoproteina lipase) utilizando o virus adeno-associado (VAA)
como vetor doador do novo gene. Os avancos obtidos no emprego desta técnica, como
método de tratamento, podem contribuir largamente para a otimiza¢do da terapéutica e,
consequentemente, melhorar a qualidade de vida de pacientes portadores de diferentes
doencgas incuraveis. Neste sentido, os VAA tém se mostrado tecnologicamente versateis,
seguros e efetivos veiculos no procedimento.
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Abstract

Gene therapy uses genetic engineering techniques to interfere with the origin of a
disease. In this technique a DNA coding sequence is introduced into the patient's cells as
treatment for the correction of a recurring problem due to a mutated gene. The use of
recombinant viral vectors to introduce the correct gene into the patient has shown to be
quite challenging and promising approach. This article aims to update the basic concepts
and the perspectives of gene therapy for diseases such as cystic fibrosis, rheumatoid
arthritis, hemophilia and dyslipidemia (lipoprotein lipase deficiency) using adeno-
associated virus (AAV) as the donor vector of the new gene. The advances obtained with
the use of this technique as a treatment can contribute greatly to the optimization of the
therapy and, consequently, improve the life quality of patients with different incurable
diseases. In this way, AAV has proven to be technologically versatile, safe and effective
vehicles in the procedure.
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1- Introducéo

A terapia génica consiste no tratamento ou
tentativa de tratamento terapéutico para
doencas, através da insercdo de cdpias de
genes em células especificas do paciente. A
terapia génica faz uso de genes ao invés de
drogas para o tratamento de doencas®.

A facilidade na manipulacéo de vetores e a
grande evolucdo na area da genética tornaram
a terapia génica uma alternativa ao tratamento
convencional para resolver problemas
complexos relacionados a saude humana,
como a cura de doencas genéticas herdadas,
ou de doencas contraidas ao longo da vida?.
Desta forma, a terapia génica utiliza técnicas
de DNA recombinante para construir a
sequéncia génica dentro de um virus que sera
0 doador deste material nas células do
paciente®,

Este artigo tem como objetivo apresentar
de forma sucinta e atualizada os conceitos
basicos e as perspectivas da terapia génica no
tratamento de doengas como a fibrose cistica,
a artrite reumatoide, a hemofilia e a
dislipidemia (deficiéncia da lipoproteina
lipase) aplicando o virus adeno-associado
como vetor doador do novo material genético.
Como tratam-se de doencas incuraveis, a
utilizacdo de novas técnicas genéticas torna-
se necessaria e importante na busca da
qualidade de vida dos pacientes.

2-Metodologia

A revisdo de literatura foi realizada através
de uma busca de dados na base eletronica de
artigos sobre terapia génica e vetores virais,
publicados entre 2000 e 2017, na base de
dados do PubMed e Scielo e sites
relacionados ao assunto, com a utilizagdo dos
termos: ‘“‘terapia génica”, “vetores virais”,
“virus adeno-associado” e “uso de vetores
virais no tratamento de doenc¢as”. Em todos os
casos, as buscas foram limitadas a estudos
publicados em inglés e portugués. Os artigos

foram selecionados de acordo com o tituloe o
resumo, onde se destacava o tema do estudo.

3-Avancos na terapia génica
3.1-Vetores virais na terapia génica

Os virus sdo parasitas intracelulares
conhecidos por infectarem e causarem doenca
em humanos, no entanto, devido a esta
capacidade de se replicar dentro de um
organismo, 0s virus vém sendo utilizados
como vetores no tratamento de patologias®.

O gene terapéutico ou de correcao pode ser
carreado por um vetor, pois esta inserido em
uma molécula de DNA, juntamente com
outros elementos genéticos que auxiliam na
manutencdo e/ou expressdo génica. As
maneiras de transferir esse vetor contendo o
gene sao varias, mas primeiro deve ser
definido, se o mais adequado € inserir 0 gene
diretamente no organismo (in vivo) ou se
células serdo retiradas do individuo,
modificadas e depois reintroduzidas (ex
Vivo)®.

Esse vetor responsavel pela transferéncia
do gene, geralmente, é um virus. Os principais
virus utilizados atualmente na terapia génica
s80 os retrovirus, os adenovirus e 0s virus
adeno-associados. O vetor ideal deve ser de
facil producdo, ndo deve gerar resposta
imunoldgica contra o virus pelo paciente,
deve promover a expressao do gene de modo
eficiente e por longo tempo, e ter
especificidade ao tecido alvo®.

As etapas da terapia génica com 0 uso de
vetores virais envolvem: a construgdo do
DNA recombinante, insercdo do material no
virus que servira de vetor, a infeccdo das
células do paciente com o virus (transfeccéo),
expressdo do material inserido pela célula do
paciente e sintese da proteina de interesse na
célula’.

Vetores retrovirais geram a expressao do
gene por um longo periodo de tempo, pois séo
capazes de integra-lo permanentemente a
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células-tronco, desta forma sdo muito Uteis no
tratamento de doengas sanguineas’.

Os adenovirus e os virus adeno-associados
apresentam a capacidade de infectar qualquer
tipo de célula (diferenciadas ou ndo
diferenciadas), e possuem aspectos que 0S
permitem ser purificados em grandes
quantidades. Entretanto, o0s adenovirus
exibem genes que provocam alto estimulo a
resposta imunoldgica no paciente, causando
efeitos adversos. Desta forma, € importante
conhecer suas caracteristicas em detalhes,
para assim, utiliza-los na terapia®.

Atualmente o0s virus adeno-associados
estdo entre 0s vetores virais mais empregados
na terapia génica, presentes em quase metade
das apresentagdes feitas nas reunides da
Sociedade Americana de Terapia Genética.
Eles sdo pequenos virus de DNA de fita
simples, com genomas lineares com
aproximadamente 5 kpb de tamanho. Estes
virus pertencem a familia Parvoviridae e sdo
dependentes de outros virus como denovirus
ou herpesvirus para mediar a infec¢do. Os
virus adeno-associados sdo relativamente
faceis de serem obtidos, e estimulam pouco o
sistema imunoldgico do paciente,
aumentando o tempo de expressdo do
transgene®®.

Historicamente os virus adeno-associados
ndo tém sido identificados como agentes
patogénicos, e portanto, tornam-se muito
promissores como vetores no tratamento de
doencas, sendo assim, amplamente utilizados
atualmente®. Desta forma, estes vetores serdo
abordados com maior enfoque nesta reviséo.

3.2-Resposta imune e os virus adeno-
associados

Um dos maiores desafios para estabelecer
uma terapia g@génica adequada, esta
relacionado a resposta imune do hospedeiro
aos genes e estrutura viral. A resposta celular
elimina as células mutadas por transfecgédo
utilizando células T citotdxicas, ja a resposta
humoral produz anticorpos neutralizantes que

impedem a readministracdo do mesmao vetor.
Os virus adeno-associados produzem uma
resposta imune especifica, suave, ndo
prejudiciais ao paciente, e nenhuma resposta
imune inata (inespecifica)®.

Como tentativa de inibir a resposta imune,
tem-se modificado a superficie do capsideo,
afim de, torna-lo menos imunogénico®.

3.3-Virus adeno-associado no tratamento
de doencas

O numero de protocolos envolvendo o uso
da técnica de DNA recombinante com virus
adeno-associados vem aumentando, junto
com a popularidade deste vetor®. A seguir
estdo descritos 0s principais avancos
relacionados ao emprego dos virus adeno-
associados nos protocolos de pesquisas
clinicas da fibrose cistica, artrite reumatdide,
hemofilias e dislipidemias.

3.3.1-Fibrose cistica

A fibrose cistica (FC) é uma doenca
genética cronica e fatal, causada por uma
mutacdo que leva a inativacdo da proteina
reguladora da condutancia transmembrana na
fibrose cistica (CFTR). A falta desta proteina
afeta o potencial elétrico da transmembrana,
causando o acumulo de secre¢bes nos
pulmdes que leva ao bloqueio das vias
respiratorias®.

Protocolos clinicos de fase | e fase Il
utilizam 0 virus adeno-associado
recombinante contendo o gene regulador de
conduténcia transmembranar da fibrose
cistica para substituir 0 gene mutante que
produz a proteina defeituosa, desta forma a
célula é capaz de produzir proteinas CFTR
funcionais. A administracdo dos vetores nos
pulmbes é realizada através do uso de
broncoscopio ou aerossol. Nao foram
observados sinais de toxicidade nos pacientes
e a resposta imune contra o vetor tem sido
baixa. Até 0 momento tem sido observado
uma melhora no quadro dos pacientes, mas
esta melhora ainda é pouco significativa. Um
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dos problemas encontrados ¢ a dificuldade de
acesso dos vetores as células afetadas, por
causa da camada mucosa sobre o tecido
pulmonar e a baixa eficiéncia dos promotores
do DNA recombinante para a expressao do
gene. Pesquisadores buscam rotas alternativas
para 0 acesso adequado dos vetores no sitio de
acdo a a utilizacdo de promotores mais
eficientes®®,

3.3.2-Artrite reumatoide

A artrite reumatoide é uma doenca
autoimune em que o sistema imune do
paciente age contra as articulacfes do proprio
corpo, gerando o acumulo de anticorpos no
local e inflamacdo das articulacdes.
Atualmente o tratamento inclui terapia
medicamentosa com anti-TNF (anti-fator de
necrose tumoral) para a diminuicdo da
resposta imune?®,

As pesquisas sobre terapia génica no
tratamento da artrite reumatoide investem na
criacdo de vetores capazes de expressar um
inibidor de TNF pelas células das
articulagbes. O virus adeno-associado pode
ser manejado utilizando estratégias ex vivo ou
in vivo. Em estudos no qual os vetores foram
diretamente aplicados nas articulagcdes dos
pacientes, 0 DNA viral ndo foi identificado
em outros oOrgdos, resultado considerado
positivo pois a expressao dos genes em outros
locais pode promover uma deficiéncia no
sistema imune do paciente. Uma
concentracdo satisfatéria do vetor no sitio de
acdo foi alcancada nas primeiras semanas,
mas apds o periodo de 12-18 semanas ndo foi
mais possivel detectar o DNA viral. Garantir
que a expressdo do transgene intra-articular
possa durar por um longo periodo de tempo
tem sido um dos desafios encontrados pelos
cientistas atualmente?®.

3.3.3-Hemofilias Ae B

Hemofilia ¢é um disturbio genético
hereditéario que afeta a coagulagdo do sangue.
As duas formas mais comuns da doenca séo

hemofilia A, caracterizada pela deficiéncia do
fator VIII de coagulacdo do sangue, e
hemofilia B, deficiéncia do fator [IX.
Pesquisas envolvendo virus adeno-associados
estdo sendo conduzidas para o tratamento das
hemofilias A e B através de vetores capazes
de induzir a expressdo dos fatores de
coagulacao (VIII ou IX). A administrados
dos vetores recombinates ocorre por meio de
aplicacdo no figado. Na maioria dos testes
foram observados o aumento do nivel dos
fatores de coagulacdo. Entretanto, constatou-
se uma alta resposta imune do organismo
contra residuos do vetor depositados na
superficie dos hepatdcitos apos a transfeccao.
Pesquisas tém sido conduzidas na tentativa de
solucionar este problema modificando as
caracteristicas do vetor, como alterando o
capsideo do virus ou mesmo usando um
diferente  sorotipo do virus adeno-
associado''2, Entretanto, a empresa UniQure
tem noticiado que ja encontram-se em
andamento os ensaios clinicos e pré-clinicos
para as hemofilias B e A respectivamente®?,

3.3.4-Deficiéncia da lipoproteina Lipase

A deficiéncia da lipoproteina lipase
(DLPL) caracteriza uma doenga genética,
resultado de um defeito no gene G188E do
Cromossomo 8 e que causa
hipertrigliceridemia grave. O individuo com a
doenca apresenta hipertrigliceridemia com
episddios de dor abdominal, pancreatite
aguda, erupgoes cuténeas e
hepatoesplenomegalia. O tratamento consiste
na restricdo dietética de gordura e
carboidratos!*. A terapia génica para esta
deficiéncia avancou muito gracas a utilizacéo
de VAA nos protocolos. Experimento em 27
pacientes, no qual inje¢cdes musculares foram
aplicadas acompanhadas de
imunosupressores levaram a incluséo do gene
normal nas células dos pacientes e producéao
da enzima LPL. A terapia génica ja € uma
realidade para DLPL. Atualmente, o produto
encontra-se aprovado com a denominagéo
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alipogene tiparvovec e comercializado com o
nome Glybera® >1°,

4-Concluséo

E evidente 0 que 0 sucesso na terapia
génica pode trazer para a terapéutica. Doencas
incurdveis sdo totalmente resolvidas sem
continua utilizacdo do produto, sem
interagbes medicamentosas esem reagoes
adversas medicamentosas. Por este motivo 0s
protocolos tém  sido  exaustivamente
estudados e aprimorados, e novos protocolos
séo criados constantemente, a fim de ter na
manipulacdo genética a resolucdo de
problemas de salude complexos e sem
terapéutica adequada. A cada avanco de
técnicas moleculares e de diagndstico tem-se
avancado também nos tipos de tratamento.
Entretanto, apesar do sucesso, em outro
obstaculo pode-se esbarrar, este tipo de
tecnologia é bastante cara ainda, deixando o
tratamento bastante oneroso.
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