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Resumo

A terapia genética contribui na ampliacdo e no tratamento de doencas de cunho
genético, adquiridas e virais. A realizacdo deste trabalho, tem como objetivo
descrever o potencial de uso da terapia genética no tratamento das doencas, feito
através de uma revisao de literatura baseada em artigos cientificos, livros e revistas
eletrdnicas. Através da edicdo genética e do DNA recombinante, permitiu-se
sintetizar e transferir genes terapéuticos por meio de vetores, nos quais Ssao
responsaveis por reconhecer o alvo-especifico, levando o gene terapéutico em seu
interior. Estes vetores sao transferidos através de métodos in vivo e ex vivo e
combinados com sistemas de terapia como a CRISPR/Cas9, TALEN e ZNF, que
podem ser editadas e sdo utilizadas para ir especificamente no local em que precisa
ser corrigido, substituindo totalmente o gene que sofreu mutacdo ou no caso dos
genes virais, retirando-os do DNA da célula.

Palavras-chave: Terapia Genética; Vetores; Sistemas Terapéuticos; Edicao
Genética; Tratamento; Doencas.

Potential for the Use of Gene Therapy in the Treatment of Diseases: A Literature
Review.

Abstract

Gene therapy contributes to the expansion and treatment of genetic, acquired and
viral diseases. The objective of this work is to describe the potential use of gene
therapy in the treatment of diseases, done through a literature review based on
scientific articles, books and electronic journals. Through gene editing and
recombinant DNA, it was possible to synthesize and transfer therapeutic genes by
means of vectors, in which they are responsible for recognizing the target-specific,
leading the therapeutic gene inside. These vectors are transferred through in vivo and
ex vivo methods and combined with therapy systems such as CRISPR/Cas9, TALEN
and ZNF, which can be edited and are used to go specifically in the place where it
needs to be corrected, completely replacing the gene that mutated or in the case of
viral genes, removing them from the cell's DNA.

Keywords: Gene therapy; Vectors; Therapeutic systems; Gene edition; Treatment;
Diseases.
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1. INTRODUCAO

A terapia genética é uma area que atualmente possibilitou a ampliagdo do
tratamento de doencgas que podem ser de cunho genético (hemofilias), adquiridas
(ca&ncer) e nas virais (HIV), por exemplo (MISRA, 2013). Dentro dessa area genética
uma das técnicas possiveis consiste em utilizar DNA recombinante, no qual o gene
de interesse é inserido em um vetor. Segundo Misra (2013) esta técnica € utilizada
por sua eficiéncia e eficacia por atravessar a membrana e realizar a insercdo do
material genético.

Segundo Pajaro et al. (2013), a terapia génica contribui para novas
ferramentas de diagnéstico e tratamento de doencas, um desses ramos é a
nanobiotecnologia, a qual vem ganhando forca na identificacao de formas inovadoras
para solucionar diagnésticos que atualmente sdo dificeis e muitas vezes sem
solucdes. Este tipo de engenharia genética permite a implementacao de métodos
gue possibilitam armazenar informag¢des no DNA de microrganismos Vvivos.

A engenharia genética permite uma transferéncia totalmente controlada e
programada artificialmente dos genes, criando assim novos componentes, novas
células procariontes e eucariontes e biomoléculas que poderdo no futuro serem
utilizadas para ajudar na cura de doencas genéticas (BERNAL et al., 2013).

Segundo Buldu et al. (2007), a introduc¢éo da tecnologia de DNA recombinante
modificou o campo de experimentacdo, pois permite clonar, sintetizar e projetar
novos genes que se introduzidos no organismo poderdo alcancar a expressao
através de modificacbes em regides do genoma. Estes sdo introduzidos nas células
através de vetores, que sao classificados em virais ou nao virais, responsaveis por
levar o gene terapéutico as células-alvo, ou seja, servem de veiculos para o
transporte.

Os vetores séo transferidos para o alvo através de duas formas: no tipo in
Vivo, cujo vetor é introduzido diretamente nas células-alvo, sem que sejam retiradas
do corpo; ou, no tipo ex vivo cujos células sao retiradas do paciente e sao
introduzidos os vetores contendo o gene terapéutico por meio da engenharia
genética e, em seguida, introduzidas as células modificadas novamente no corpo do
paciente (AZEVEDO, 2009).

Para Tebas et al. (2014), a capacidade de modificar o0 genoma humano em
locais especificos tem sido objetivo da medicina, visto que a terapia genética é uma
modalidade que leva o tratamento especifico para doencas que sdo complexas e que
ainda ndao existem uma cura. Existem diversas técnicas, tais como, 0s sistemas
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Dedos de Zinco) e a CRISPR/Cas9 que chegou para substituir os outros dois
sistemas citados anteriormente.

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) e
CRISPR-associados (Cas) sdo genes essenciais na imunidade de bactérias. Foi
descoberto em 1987 no genoma de bactérias (REIS et al.,, 2014). Segundo
Gongcalves e Paiva (2017), foi encontrada uma sequéncia variavel e intercalada por
uma sequéncia repetida sem funcao especifica. Mas, apenas em 2005, é que esta
regido foi reconhecida como uma regido extra cromossémica que servia de memoria
imunoldgica surgindo, assim, a CRISPR e sua proteina associada Cas.

A CRISPR é uma potente ferramenta biotecnoldgica para edicdo gendmica,
pois origina-se no sistema imune adaptativo de bactéria que reconhece o material
genético invasor, o cliva em pequenos fragmentos e integra-o em seu proprio DNA
(MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010). Para esses autores, caso ocorra uma
segunda infeccdo, esse material jA estara presente no DNA, iniciando uma
transcricdo do locus CRISPR, que vai processar um RNA mensageiro (RNAm),
criando fragmentos de CRISPR RNA (RNAcr) que se unirdo as proteinas Cas e
formardo complexos que reconhecerdo o RNA estranho e o destruiréo.

Muitas doencas que ainda ndo possuem uma cura, estdo sendo alvos do uso
desta potente ferramenta biotecnologica de edicdo genbmica conhecida como
CRISPR, que permite a correcdo de genes alterados e modificacdes que sao
especificas nos locais alvo (TEBAS et al., 2014).

A hemdfilia segundo Santos et al. (2007) é definida como um disturbio
hereditario da coagulacédo caracterizado pela deficiéncia do fator VI, conhecida
como hemofilia A ou fator IX, conhecida como hemofilia B da proteina plasmatica
sanguinea que é responsavel pela ativagao da cascata de coagulagdo. O tratamento
atual para este disturbio é apenas reposi¢éo do fator IX, porém segundo Nienhuis,
Nathwani e Davidoff (2017), o uso da CRISPR e sua proteina associada Cas9,
poderd corrigir o erro genético responsavel pela hemofilia de forma fundamental.

O cancer de pulmao também é um grande alvo para pesquisas com o sistema
CRISPR cas9, pois através dele foi possivel injetar linfécitos geneticamente
modificados como uma resposta terapéutica a resposta do sistema imunoldgico
contra as células cancerosas presentes no pulmao (CYRANOSKI, 2016). Segundo
este mesmo autor, a CRISPR e sua proteina associada 9 (Cas9) desativou uma
proteina chamada de PD-1, o que ajudou na resposta imunoldgica dos linfcitos
contra o cancer.

A AIDS ainda é um problema grave de saude global em que ainda nédo se tem

uma vacina, nem tratamentos que resultem na cura. Os tratamentos existentes



controlam e reduzem a carga viral do virus nos portadores, contudo a medicacao é
forte e toxica para as células humanas e elas ndo tém capacidade de eliminacéo
completa do virus. Segundo Saayman et al. (2015), isto desencadeou uma busca por
terapias genéticas que bloqueassem a replicagéo viral do HIV. Com isso, o sistema
CRISPR foi utilizada como uma terapia para o HIV tipo 1, que segundo Mojica et al.
(2009), o sistema CRISPR é adaptado do mecanismo que as bactérias utilizam para
se defenderem de virus através da clivagem do DNA estranho, servindo de memoéria,
na qual caso aconteca novamente outro contato com o DNA estranho, este sera
combatido.

Apesar desta técnica de CRISPR ser uma poderosa ferramenta, a
comunidade cientifica realizou em 2015 uma reunido internacional a qual eles
nomearam de “Cupula Internacional sobre Edicao do Gene Humano”, onde foram
discutidos os cuidados que devem ser tomados em relacdo a CRISPR quanto ao uso
em seres humanos. Para Hirsch, Levy e Chneiweiss (2017), o uso desta técnica
envolve questdes éticas, pois além de vantajosa, ha duvidas acerca de quais sédo os
prejuizos que ela pode trazer posteriormente.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi descrever o potencial de uso da

terapia genética no tratamento de doencas.

2.METODOLOGIA

O trabalho de conclusédo de curso tratou-se de uma revisdo narrativa da
literatura sobre o potencial do uso da terapia genética no tratamento de doencas a
gual vem ganhando seu espaco pela capacidade que a técnica possibilita de realizar
transferéncias controladas e artificiais de genes gerando biomoléculas que serado
Uteis para o tratamento das doencgas. Segundo Green, Johnson e Adams (2006), uma
revisdo narrativa da literatura consiste em pesquisas em bancos de dados, artigos,
textos, livros sobre os resultados de pesquisas realizadas sobre o assunto.

As referéncias que foram coletadas para este projeto foram relacionadas
guanto ao potencial de uso da terapia genética e sobre as técnicas genéticas e uso
de vetores que estdo sendo utilizados no tratamento de doengas genéticas e
adquiridas. As referéncias foram retiradas das bases de dados SciELO internacional,
Google académico, PubMed, com pesquisas de artigos escritos nos idiomas
portugués, inglés e espanhol publicados entre 2006 e 2019. Contudo, textos de anos
mais antigos, ou livros texto foram utilizados para alguns conceitos, assim como,

foram obtidos do repositério institucional do Centro Universitario de Brasilia.



As palavras-chave para busca de artigos foram “Céancer de pulméo patologia”,
“‘Hemodfilia”, “HIV/ AIDS”, “Terapia génica”, “gene Therapy”, “CRISPR and treatment”,
“‘engenharia genética e doengas” “CRISPR”, “CRISPR/Cas9”, “CRISPR no
tratamento de doencas”, "CRISPR in the treatment of diseases", “vetores virais na

terapia genética”,” nucleases e sistemas terapia genética”,” TALEN, CRISPR, ZNF”.

Sendo a base de dados mais relevante foi PubMed.

3.DESENVOLVIMENTO
3.1 O papel das muta¢gbes na evolucéo de doencgas.

Segundo Strachan e Read (2013), os genes sao regulados por fatores de
transcricdo que sdo reconhecidos e ligam-se a sequéncias nucleotidicas no DNA,
produzindo diferentes aminoacidos e sequéncias que regulam a expressao
desempenhando um papel fundamental nas células, pois para Watson et al. (2015)
as células dependem do funcionamento correto de milhares de genes. Eles podem
sofrer alteracbes e acabarem sendo danificados em seus diversos sitios da
sequéncia que codificam suas proteinas, como também, em regides flanqueadoras
gue promovem sua expressao ou seu processamento do RNA mensageiro (mMRNA).

Segundo Griffiths (2008), essas altera¢Bes sdo conhecidas como mutacoes,
gue sdo mudancas que ocorrem na sequéncia de DNA de um gene especifico, sendo
significativa para a evolugcéo. Estas mutacdes podem ser espontdneas que surgem
ocasionalmente sem agentes interferentes ou induzidas que ocorrem devido a
agentes fisicos ou quimicos. Para este mesmo autor, a mutacao cobre uma ampla
gama de mudancas que podem ser uma simples troca de pares de bases até uma
alteracdo maior de um cromossomo completo, que sdo chamados de mutacdes
génicas.

As mutagdes génicas segundo Nussbaum, Mclnnes e Willard (2008), podem
ser causadas por mecanismos basicos, tais como por erros durante a replicagdo do
DNA ou por mutagbes que surgem devido a uma falha na reparacdo do DNA apos
uma lesdo na tentativa de reparacéo da dupla fita de DNA.

Sabe-se que a mutacdo é a fonte primaria da variabilidade genética e que é
responsavel por manter a vida. Segundo Pierce (2016) a mutacdo também tem
efeitos prejudiciais e sdo responsaveis por causar doencgas genéticas e disturbios. A
mutacéo é dividida em vérias categorias. Por exemplo, para Pierce (2016) elas sao
divididas em: muta¢des somaticas, nas quais as células mutadas transmitem a
mutacao para suas células filhas produzindo células exatamente iguais que sdo 0s

clones e a mutacdo germinativa que ocorre em células que originam gametas, estes



por sua vez podem ser passados para outras geragfes que VAo possuir tanto
mutacgdo nas células somaticas quanto nas linhagens germinativas.

Existem varias formas de classificacdo para as mutac¢des génicas, variando
desde uma pequena mutacdo em um gene até uma mutacao de grandes proporcdes,
porém independentemente do tipo de mutacéo, elas podem ter grandes efeitos a
depender de qual gene tenha sido afetado, podendo levar a perda de uma expressao
ou produzir proteinas alteradas e em ambos os casos podem causar as doencas
genéticas (NUSSBAUM; MCLNNES; WILLARD, 2008).

3.2 Terapia génica

A terapia Genética ou Génica é todo tratamento ou tentativa de tratamento de
uma doenca genética que pode ser adquirida ou hereditaria, através da insercao de
genes em células especificas no hospedeiro a fim de reverter o quadro da doenca e
ter uma terapia de sucesso quando sdo utilizados genes ao invés de medicamentos
potentes (FECCHIO; MACEDO; RICCI, 2015).

A terapia é realizada através da introducdo dos genes por meio de
carreadores que sao responsaveis por fazer o reconhecimento especifico da célula-
alvo e facilitarem a entrada no DNA, estes carreadores sao conhecidos como vetores
(ARTIOLI; HIRATA; JUNIOR, 2007).

3.2.1 Vetores de transformacéo

O vetor ndo pode ser qualquer um, este deve possuir algumas caracteristicas:
deve-se sempre buscar o vetor ideal, ou seja, aguele que ndo provogue uma reacao
do sistema imunolégico do individuo quando se utilizar um virus ou molécula que
sera utilizado como vetor; este deve produzir uma resposta duradoura, eficiente e
especifica na expressdo do gene na célula-alvo; além de ter uma producao facil
(MENCK; VENTURA, 2007).

Existem dois métodos para inserir 0os genes terapéuticos nos vetores para
gue possam ser transferidos para o interior da célula-alvo. Segundo Karthikeyan e
Pradeep (2006) sdo por meio das técnicas ex vivo e in vivo.

Na técnica ex vivo as células-alvos sdo retiradas do corpo do paciente, onde
através da engenharia genética serdo inseridos vetores contendo 0s genes
terapéuticos anteriormente isolados e editados, no qual ao ser realizada a insercgéo,
as células modificadas sé@o reimplantadas. Um exemplo de células mais comumente
utilizadas sdo as células medulares. Ja a técnica in vivo, sao inseridos vetores
contendo genes no interior do organismo do paciente, no qual 0s genes serao
levados até a célula-alvo (AZEVEDO, 2009).



As técnicas de transferéncia dos genes podem ser por processos fisicos,
guimicos ou biolégicos, que segundo Fecchio, Macedo e Ricci (2015), no processo
fisico os genes sdo inseridos na célula de maneira mecéanica, sendo utilizados
principalmente no método plasmidial. J& no processo quimico o vetor é transferido
com o auxilio de algumas substancias quimicas que permitem a entrada do gene na
célula, tais como o uso de polimeros catiénicos e lipossomas. Enquanto o biolégico
é utilizados organismos capazes de inserir 0 gene no interior da célula como, por
exemplo, os virus, adenovirus e adenoassociados (RAMAMOORTH; NARVEKAR,
2015).

O uso de vetores do tipo plasmideo, segundo Linden (2010), é uma técnica
limitada, que nao permite a introducédo de genes em 6rgaos de dificil acesso por
serem sequéncias de DNA simples, porém sdo eficazes para expressar genes
através do DNA recombinante. Nesta técnica para inserir o plasmideo é necessario
0 emprego de estratégias que alteram a permeabilidade da membrana na célula-alvo.

Algumas alternativas que permitam inserir o gene do plasmideo nos alvos
especificos, derivam de alguns métodos fisicos como a microinjecéo que para Pereira
(2015), consiste em uma técnica na qual utiliza-se um microscéopio e uma micropipeta
contendo o gene exdgeno, que é inserido diretamente no nucleo da célula alvo. E um
método antigo, porém eficiente com 100% de certeza que o material é transferido
para o nucleo da célula. Porém, esse método necessita que a célula ndo esteja em
divisdo celular, pois DNA apresenta-se condensado impossibilitando a insercédo do
plasmideo como gene terapéutico, pois podera ser perdido durante a divisao.

A eletroporacdao relatada por Pereira (2015), explica que esse método utiliza
campos elétricos alternados e controlados aplicados as células, de modo que
provoque uma alteracdo na permeabilidade da membrana celular, facilitando a
entrada do DNA plasmidial. E um método eficiente na transfeccdo de células que
estdo em suspensdo, pois permite que um grande nuamero de células sejam
transfectadas em pouco tempo. Apresenta como limitagdo um alto indice de morte
celular devido a intensidade da voltagem aplicada a célula.

A técnica de eletroporagdo permite que as moléculas grandes sejam
transfectadas, como o DNA por exemplo. Ela é realizada com eletroporadores, que
sdo instrumentos que criam um campo elétrico em uma suspensdo de células
misturadas com a solugdo plasmidial, as quais estéo dispostas em cubetas com dois
eletrodos de aluminio em que sdo ajustadas a voltagem e a capacitancia do
eletroporador. Apés a eletroporagéo a cubeta contendo a mistura € incubada para
gue possa permitir a recuperacao da célula e que o gene do plasmideo seja expresso
(AL-DOSARI; GAO, 2015).



No modo in vivo segundo Pereira (2015), s&o utilizados eletrodos
responséaveis pela emissao de pulsos elétricos sob o tecido, ao qual irdo abrir poros
na membrana celular, permitindo a passagem do DNA plasmidial, que é colocado
através de uma injecdo de DNA, permitindo uma transfeccdo eficiente. Porém, a
injecdo provoca um recrutamento de células pro-inflamatérias que liberam citocinas
e formardo um ambiente inflamatério no local em que foi inoculado, estando
relacionado a uma alta resposta imunoldgica causada por este método (SHIROTA et
al., 2007).

A técnica de eletroporagao foi relatada no uso in vivo, onde foi utilizada para
carregar ions de drogas, anticorpos, oligonucleotideos para o RNA e parao DNA e o
uso no transporte dos quimioterapicos para tratamento das pessoas com cancer
(LORIO; DI STASI; BORGES, 2007).

Ja os lipossomos séo vesiculas formadas por bicamadas lipidicas em um
meio agquoso, onde conseguem armazenar substancias que podem ser do tipo
lipofilicas e hidrofilicas. Apresentam vantagens por serem biodegradaveis,
biocompativeis, altamente verséateis, ndo provocam uma resposta imunoldgica, séo
sitio-especificas, na qual sdo colocadas proteinas especificas de tecidos na
superficie dos lipossomos que conduzirdo o DNA plasmidial até o alvo, sendo muito
boa para aplicacbes e pesquisas terapéuticas (BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007; PEREIRA, 2015).

Segundo Chang e Yeh (2012), eles possuem caracteristicas quimicas que
facilitam na entrega de algum farmaco terapéutico ou, até mesmo, para o uso da
entrega do DNA plasmidial inserido para a terapia genética.

O uso de lipossomos esta envolvido no tratamento de cancer, onde eles sédo
utilizados para entrega de farmacos antineoplasicos, na entrega de farmacos
cardiovasculares (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007).

Os lipossomos catidnicos sao capazes de interagir eletrostaticamente com o
DNA, sendo responséavel pela producdo de complexos compactos e condensados
gue reduzem as chances de interferentes como a degradagdo do DNA plasmidial
pela célula e aumentam assim a transferéncia de maneira eficiente do material
genético (figura 1) (ALVES, 2013).

Os vetores nanoestruturados sdo obtidos através da nanotecnologia,
constituidos de polimeros que formam uma espécie de rede, as quais prendem o
gene e o liberam quando ja estdo fundidos as células hospedeiras. Funcionam como
vesiculas contendo o DNA e podem ser colocados com moléculas que aumentem a
sua especificidade com o alvo ou que permitam apenas guiar ou transferir o vetor de

um compartimento para outro (LINDEN, 2010).
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Figura 1: Mecanismo de a¢&o do lipossoma ao introduzir o DNA na célula-alvo.
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Fonte: Adaptado de Pereira (2015).

Esta técnica apresenta uma vantagem, onde o gene terapéutico pode ser
encapsulado nos compartimentos produzidos pela nanotecnologia, compostos por
células que produzem e secretam moléculas terapéuticas, além de ficarem isoladas
do sistema imunoldgico ndo gerando nenhuma resposta imune do paciente que esta
recebendo a terapia genética, além de serem biodegradaveis, seguros e ndo toxicos
(LINDVALL; WAHLBERG, 2008).

Os polimeros catidnicos utilizados nesse método possuem variacdes em sua
composicao, peso e estrutura podendo variar desde ramificac6es, dendriticas ou
lineares. Eles ligam-se eletrostaticamente ao &cido nucléico devido a uma
condensacdo do DNA ou do RNA, onde formam complexos, estes sdo chamados de
poliplexos, cujas estruturas nanoméricas protegem o DNA inserido da degradagéo
de enzimas além de promover uma captacéo celular de forma mais eficiente (AIED
et al., 2013).

A formacdo dos vetores poliméricos da-se de trés formas, ou seja,
encapsulacdo, por adsorcdo e por interagfes eletrostaticas (Figura 2), sendo a
interacdo eletrostatica a mais comum (CEVHER; DEMIK; SEFIK, 2012). Estes
polimeros séo utilizados devido a sua melhor capacidade de absor¢do por endocitose
e cada vez mais melhoram suas funcdes através de modificagdes quimicas que
possibilitem um aumento de transfeccdo e uma reducéo da toxicidade causada por
eles (LOUREIRO, 2016).

Este tipo de vetor que é baseado em nanoparticulas, € uma importante

ferramenta para tratamento de doencas hereditarias, cancer, doencas
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cardiovasculares, desordens neurolégicas e inclusive a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), contudo sua aplicacdo ainda tem controvérsias
devido a sua toxicidade a longo prazo apesar de ter as vantagens que foram citadas
anteriormente (KELES et al., 2016).

Figura 2: Tipos de vetores nanoestruturados poliméricos.

14)

A Encapsulation Complexation C  Surface loading

Fonte: Adaptado de Loureiro (2016).

Os virus séo excelentes ferramentas para uso em terapias de transfeccdes
genéticas, pois apresentam uma alta afinidade para diversas células humanas
(CHIRA et al., 2015). Para Kamimura e colaboradores (2011), os virus naturalmente
infectam células e expressam suas proteinas, com uma alta taxa de transducéo e
uma rapida transcricdo do material genético que foi colocado em seu interior.
Contudo, segundo Artioli, Hirata e Junior (2007) antes que possa ser utilizado como
gene terapéutico, o vetor viral sofre modificacdes em sua parte genética, tornando-
se apenas um meio de disseminacao da terapia sem sua viruléncia. Sao divididos
em Adenovirus, Adenoassociados e retrovirus.

Segundo Pereira (2015), os Adenovirus pertencem a familia Adenoviridae, e
possuem uma caracteristica de ndo ter membrana lipidica e ser formado por DNA de
fita dupla, além de glicoproteinas capsidicas. No interior das células, eles nao
integram os genes proprios ao genoma hospedeiro, deixando o DNA viral livre no
nucleo da célula hospedeira, sendo transcritos juntamente com 0s genes da célula
hospedeira, porém caso essa célula entre em processo de divisdo celular, o DNA
viral n&o é replicado.

O processo de infec¢ao deste tipo de vetor € complexo e ndo possui nenhuma
relacdo com o ciclo celular, ou seja, age de forma independente. As fibras virais
interligam o virus e o receptor de adenovirus presente nas células hospedeiras que
iniciam a infeccdo. Sua internalizacdo ocorre através da endocitose mediada por um

receptor, seguido de uma mediacdo de endossomos. Dentro do citoplasma o
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capsidio viral se desfaz e migra para o nucleo celular, onde o capsidio se dissocia e
leva a uma transcricdo e uma replicacdo ativa do DNA viral (KAMIMURA et al., 2011).

Os adenovirus para Fecchio, Macedo e Ricci (2015), possuem tropismo por
células humanas, apresentando uma elevada eficiéncia de transfeccdo, além de
possibilitar a transferéncia de genes grandes. Contudo, demonstram alta
imunogenicidade que levam eventualmente a faléncia do 6rgédo. Para isso, o vetor
pode ser utilizado para destruir as células neoplasicas.

Os adenovirus foram objetos de estudo para uso em terapia génica contra a
deficiéncia da ornitina transcarbamilase (OTC), causada por um defeito no gene OTC
gue codifica uma enzima que converte aménia em ureia e também foram relatados
Nno uso como terapia em doencgas multifatoriais, como o cancer, na artrite reumatoide
e no virus HIV (OLIVEIRA et al., 2018).

Vetores retrovirais sédo da familia Retroviridae, caracterizados por terem uma
membrana lipidica, a qual é originada a partir da separacdo da membrana da célula
infectada, um capsideo proteico e um genoma de cadeia simples de RNA
mensageiro, ligado a proteinas (PEREIRA, 2015). Realizam a transcricdo reversa
gue converte seu RNA em um cDNA (DNA complementar) e com a ajuda da integrase
gue auxilia a integracdo do DNA viral na célula-alvo (DANIEL; SMITH, 2008).

Para Pereira (2015), os retrovirus sao constituidos por sequéncias genéticas
responsaveis pela sua replicacdo. As repeticbes terminais longas (LTR) séo
sequéncias que contém genes responsaveis por regular o encapsulamento, a
transcricdo reversa e a integracdo dele na célula, os quais sdo mantidos devido a
sua importancia para a funcdo do vetor, enquanto os quatro genes gag, pol, pro e
env que sdo responsaveis por codificar proteinas estruturais e enzimas para
replicagdo, sdo retirados da sequéncia conforme mostra a figura 3.

O vetor apresenta apenas um promotor, 0 gene terapéutico e as sequéncias,
as quais séo as responsaveis pela formagéo do provirus. Devido ao retrovirus possuir
apenas essas sequéncias, o veiculo retroviral torna-se deficiente na parte de
replicagdo (STRACHAN; READ, 2013).

Os vetores retrovirais para Menck e Ventura (2007), possuem uma baixa
eficiéncia de producéo, que permitem a inser¢do do transgene no genoma humano,
podendo até mesmo restaurar por completo de modo permanente a deficiéncia
celular.

Apresentam como vantagens uma transducdo mais estavel, inser¢do no
genoma da célula de maneira mais facil e como desvantagens possuem capacidade

de infectar a maioria das células, também podem causar mutacdes, tém dificuldade
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de ser transmitido de forma in vivo devido a sua alta resposta imune que é causada

e limitacdo do transgene que pode ser inserido no vetor (PEREIRA, 2015).

Figura 3: Etapas descrevendo a constru¢ao de um vetor viral.

Genoma retroviral & Bl

Genoma do vetor = El

Gene Terapéutico

Cél. de empacotamento

Vetor viral construido
Genomas de vetore

W - sinal de empacotamento

Fonte: Adaptado de Pereira (2015).

Os vetores retrovirais tem sido estudos na terapia da deficiéncia da adenosina
desaminase (ADA), a qual resulta no acumulo de substancias téxicas do
metabolismo, causando o comprometimento do desenvolvimento dos linfocitos T, B
e células Natural Killers (GHOSH; THRASHER; GASPAR, 2015), na terapia contra a
imunodeficiéncia combinada grave, na qual é uma doenca q acomete uma mutacao
no gene IL2RG e na doenga granulomatosa cronica, que provoca uma mutagédo no
sistema NADPH oxidase (MUKHERJEE; THRASHER, 2013).

Vetores recombinantes de virus adenoassociados pertencem a familia
Parvoviridae, possuem um DNA linear pequeno que além de codificar poucos genes,
necessita estar associado a um adenovirus para poder replicar. Sua habilidade de
infeccdo de células pode ocorrer devido a integracdo ou ndo de seu genoma no
genoma da célula hospedeira (PEREIRA, 2015).

Segundo Kamimura et al. (2011), vetores adenoassociados sdo constituidos
por proteinas rep e cap. A proteina rep € responsavel pela replicacdo e pelo
empacotamento do virus, enquanto a cap € uma proteina estrutural responsavel pela
formacéo do capsideo viral. Sua entrada na célula ocorre por endocitose mediada

por receptores especificos, que em seguida causam uma migracdo e uma liberacéo
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do genoma no nucleo celular, onde o DNA de fita simples ira sofrer converséo em fita
dupla, que a partir deste sofrera a expressao génica.

Os vetores adenoassociados sdo mais vantajosos, pois eles sdo mais sitio-
especificos, conseguem ser utilizados no método in vivo com alto tropismo pelas
células, possuem uma elevada taxa de transferéncia genética devido ao elevado
namero de células infectadas, ndo possuem nenhum tipo de viruléncia, porém
apresentam certas limitagdes como por exemplo, na limitacdo no tamanho do
transgene que vai ser carregado em seu interior. Além disso, é necessario o0 emprego
de virus auxiliares para a producdo deste tipo de vetor, pois apresenta baixa
expressdo génica (FECCHIO; MACEDO:; RICCI, 2015; PEREIRA, 2015).

Os usos dos vetores adenoassociados foram reportados no tratamento da
deficiéncia da lipoproteina lipase, na artrite reumatoide e na doenca de Parkinson
(OLIVEIRA et al., 2018). O quadro 1 apresenta de maneira resumida as vantagens e

desvantagens dos vetores citados.

Quadro 1: Vantagens e desvantagens dos vetores, adaptado de Pereira (2015).

.Vetores Vantagens Desvantagens

-Método in vivo; -Alta resposta

-Alto nimero de vetores por célula; | imunoldgica;
Adenovirus -Pode usar transgene -Sao virulentos, infeccao

de tamanho maior;
-N&o ocorre mutacgéao;

letal;

Adenoassociados

-Alto tropismo por células;
-Permite métodos in vivo;

-Possui pouca resposta imune;
-Sao sito-especificos na integracéo
celular.

-Limitacdo no tamanho
do transgene;

-Necessita virus auxiliar
para utilizacéo;

-Baixa Expresséao génica,

-Insergc&o no genoma celular;

-Podem causar mutacéo;

Retrovirus -Infecta muitas células;
-Estabilidade na transducéo; -Alta resposta imunolégica
- Sitio-Especifico; - Limitacdo do tamanho
- Biocompativel; do gene transfectado;
Lipossomos - Biodegradavel, - Baixa expresséo do

- Nao causam resposta imunoldgica;

transgene;

Eletroporagéo

- Grande quantidade de células
transfectadas;
- Moléculas grandes podem ser
transfectadas;

- Alto indice de morte
celular;

- Alta resposta imune no
tratamento in vivo;

Nanoestruturados
Poliméricos

-Sem resposta imunoldgica;
-Biodegradaveis;
-N&o apresentam toxicidade;

- Lesao tecidual;
- Sofre degradacéo pelos
lisossomos.
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Estes métodos apresentam varias limitacdes, como mostrado anteriormente.
Com isso, através dos avancos das pesquisas na busca de melhores métodos para
atingir o nivel especifico a fim de serem evitadas rea¢fes imunes causadas pelos
vetores e pelas técnicas, a edi¢cdo génica surgiu trazendo sistemas terapéuticos que
sdo mais especificos, causam menos respostas imunoldgicas e sdo programaveis,
possibilitando uma edi¢cdo gendmica (MENCK; VENTURA, 2007; PEREIRA, 2015).

3.3 Sistemas Terapéuticos

Segundo Hotta e Yamanaka (2015), a edicdo de genes é baseada em
tecnologias que frequentemente necessitam de nucleases programaveis, as quais
apresentam funcdes cruciais para possibilitar a edicdo genémica. Dentre elas estao
as nucleases dedos de zinco (ZNF), Nucleases com Efetores do tipo Ativador
Transcricional (TALEN) e a nuclease Cas9 presente no sistema CRISPR/Cas9.

Elas sdo capazes de produzir uma quebra na dupla fita de DNA em locais
especificos. Estas quebras utilizam mecanismos de reparo como 0 reparo
direcionado por homologia (HDR) ou pela unido terminal ndo homologa (UTNH)
(COX; PLATT; ZHANG, 2015).

O reparo direcionado por homologia (HDR) pode ser utilizado para corrigir
genes mutados nos quais restauram por completo a funcionalidade, além de reativar
a expressao dos genes corretos e ter uma finalidade fisiol6gica benéfica, no caso da
utilizacdo do DNA exégeno como molde em que apresentem o0s genes terapéuticos.
Esses podem ser inseridos em locais especificos diminuindo o risco de mutacdes e
aumentando sua expressao (LISTIK; CARMO, 2016).

O reparo por unido terminal ndo homodloga (UTNH) é associado a
reestruturagdo resultante diretamente da quebra da dupla fita, cujo processo resulta
em um reparo que apresenta uma boa preciséo, porém esta associado a mutagoes
como deleg¢Bes ou inser¢des. Os reparos do tipo UTNH podem adicionar codons de
parada de forma prematura em genes importantes, causando uma interrupgao na
transcricdo (ARONIN; DIFIGLIA, 2014; PEREZ et al., 2008).

Segundo Listik e Carmo (2016), os mecanismos de reparo do DNA tanto pela
unido terminal ndo homadloga quanto pelo reparo direcionado por homologia, fazem
parte dos reparos internos da dupla fita de DNA. Com isso, as nucleases estéo ai
para condicionar e direcionar o alvo terapéutico de maneira especifica através das
técnicas, TALEN, ZNF e CRISPR/Cas?9.
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3.3.1 Nuclease TALEN

As Nucleases com Efetores do tipo Ativador Transcricional (TALEN), séo
dominios de ligagdo do DNA néo especificos que sdo customizados e associados a
uma endonuclease chamada Fokl, na qual realizara clivagem e promovera a edi¢ao
gendmica (JOUNG; SANDER, 2013).

Os efetores do tipo ativador de transcri¢cao, sdo proteinas de facil manuseio e
simples, sdo inseridos através dos vetores plasmidiais na célula hospedeira e ao
entrar no nucleo, elas se ligam a sequéncias especificas nos promotores da célula
hospedeira e iniciam o processo de transcricdo. Sua especificidade de direcéo é
determinada no dominio do centro, formado por 32-35 aminoacidos repetidos
(CERMAK et al., 2011).

Neste método, os dominios de ligacdo do DNA séao derivados de proteinas da
Bactéria Xanthomonas que possui sequéncias repetidas, formadas por residuos
muito variaveis presentes nas posicbes 12 e 13 do dominio, responsaveis por
reconhecerem as bases nitrogenadas do DNA e sdo altamente variaveis de NN, NI,
HD e NG, cujo sao responsaveis por reconhecerem cada base nitrogenada A, T, C,
G (figura 4) (BOCH et al., 2009).

Para Carlson et al. (2012) o método de TALEN pode promover a edi¢cdo tanto
com a forma de unido terminal ndo homdloga, quanto pelo reparo direcionado por
homologia, podendo assim provocar mutacGes devido a parada imediata com a
adicdo de cdédons de parada, podendo causar enfermidades ou também, podendo

causar insercdes ou delecBes de sequéncias grandes de DNA.

Figura 4: Esquema da técnica Nucleases com Efetores do tipo Ativador
Transcricional (TALEN).

‘@) L TPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHG
___________________________ NLS AD

N[é lII[FlIIIIIT[TFI IL [ Jc

P | DNA Binding Domain

D NI NG HD NN HD HD NI HD NG NI HD HD NN NG

fi
[ A T (N Y Y A O A A |
CATCGCCACTACCGT

Target DNA
HD—=C NI—=A NG—T NN—G

~
~

(b)
NLS NLS
N/ HENENEERREREREE c
BN é DNA Binding Domain ;!,.—‘ -

5'-ACGTAGCTGCAT
3'-TGCATCGACGTA

GEGTTTGTCTACCGTA
ACAGATGGCAT

Fonte: Adaptado de Cermak et al. (2011).
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O sistema de nucleases com efetores do tipo ativador transcricional (TALEN)
esta sob pesquisa nos laboratérios para testar sua aplicabilidade em tratamentos de
hemoglobinopatias, doencas genéticas neurodegenerativas e no tratamento de
cancer (CHANDRAKASAN; MALIK, 2014; OKANO et al.,, 2012; OSBORN et al.,
2013).

3.3.2 Nucleases Dedos de Zinco (ZNF)

Os dedos de zinco envolvem desenhos editados que s&o responsaveis pela
clivagem e pelo reconhecimento da dupla fita do DNA em locais especificos. Os
dedos de zinco sao proteinas quiméricas formadas através da associacdo das
endonucleases com as proteinas dedos de zinco (KIM et al., 2011).

E uma ferramenta eficaz para realizacdo do silenciamento genético,
conhecido como knockout, que pode ser feito através do reparo da unido terminal
ndo homologa, como também através do reparo direcionado por homologia, como
também por introduzir genes ou corrigir genes mutados (VASCONCELOS;
FIGUEIREDO, 2016).

Os dedos de zinco apresentam dominios proteicos pequenos que utilizam o
zinco como estabilizador térmico e estrutural, que estdo presentes em varias
proteinas responsaveis por reconhecer as sequéncias de DNA responséaveis pelos
fatores de transcricdo, através da interacdo cruzada entre aminoacidos e bases
nitrogenadas presentes nos dedos de zinco com a fita de DNA (KLUG, 2010).

Segundo Listik e Carmo (2016), as nucleases dedos de zinco sao formadas
a partir de véarias associacbes dedos de zinco com a endonuclease Fokl, em que
seus dominios pequenos acabam estabilizados pelo Zinco em que pode ser por
interacao direta na fita de DNA 3’- 5’ ou cruzada 5- 3’ reconhecendo a sequéncia e
assim induzindo sua clivagem.

Os dedos de zinco sdo construidos por médulos constituidos por dois ou mais
dominios dedos de zinco ligados a enzima Fokl, a qual necessita de pares de dedos
de zinco desenhados para sua utilizacdo na edi¢cdo génica, de modo que estes sejam
capazes de ligarem ao DNA, permitindo assim sua clivagem (KANDAVELOU et al.,
2009).

Apds o rompimento da dupla fita de DNA, os mecanismos de reparo entram
em acgao para que corrijam o dano ocasionado, porém o reparo da unidao terminal ndo
homéloga ocorre de maneira aleatdria, podendo levar a delegbes, insercdes que
acabam modificando a transcricdo do DNA, produzindo proteinas diferentes
(VASCONCELOS; FIGUEIREDO, 2016).
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Seu uso esta associado a doencas infectocontagiosas como 0 uso em uma
terapia contra o virus do HIV, em que utilizaram a nuclease dedos de zinco para
inativacdo do gene CCR5 presente na membrana dos linfocitos T CD4+, de modo
que o linfocito criou uma resisténcia contra o virus (MAEDER et al., 2008).

Figura 5: Mecanismo da Nuclease Dedos de Zinco
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Fonte: Adaptado de Vasconcelos e Figueiredo (2016).

3.3.3 CRISPR/ Cas9

CRISPR (Repeticbes Palindrdmicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas) e CRISPR-associados (Cas) sdo genes essenciais ha imunidade de
bactérias. Foi descoberto em 1980 no genoma de bactérias (REIS et al., 2014). Para
Haeussler e Concordet (2016), o sistema CRISPR-Cas9 é um dos sistemas com alta
taxa de eficiéncia e simples de manipulacéo permitindo o seu uso na edi¢do genética.

O sistema CRISPR-Cas9 é composto por um conjunto de repeticdes
palindrébmicas regularmente interespagadas, intercaladas pedagos do DNA de
microrganismos (motivo adjacente protoespacador) e por operons dos genes da
Cas9 (CASTRIGNANO, 2017).

Segundo Listik e Carmo (2016), a quebra da dupla fita de DNA pode ser feita
através da associacdo da endonuclease Cas9 com a CRISPR RNA (crRNA) e com o
crRNA com ativacdo em trans (TranscrRNA) formando um complexo. A Cas9 pode
ser programada inserindo um RNA sintético, que é constituido pelo crRNA e pelo
transcrRNA hibridizados, servindo como transcrito Unico e quimérico responsavel por
clivar as sequéncias de DNA especificas e de interesse (figura 6) (JINEK et al., 2014).

A endonuclease apresenta dominios como o RuvC e HNH, e tem como

caracteristica 0 motivo adjacente ao protoespacador que é responsavel por flanquear
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a porcao 3’ terminal do DNA alvo, servindo como um buscador de proteinas,
tornando-se uma endonuclease especifica e programavel (NISHIMASU et al., 2014).

Cada um dos dominios tem a funcéo de clivar uma das fitas do DNA detectado
pelo sistema CRISPR-Cas9. Através de uma mutacdo em um dos dominios pode
inativa-lo, com isso pode ser gerado proteinas de ligacdo que reconhecam o alvo
especifico, realizando sua clivagem de uma das fitas de DNA (DOUDNA;
CHARPENTIER, 2014).

O sistema CRISPR-Cas9 pode induzir a quebra na dupla da fita de DNA,
através do reparo direcionado por homologia ou pela unido terminal ndo homadloga,
na qual podem aplicar para criar novos modelos para terapias genéticas, removendo
sequéncias mutadas responsaveis por causar doencas genéticas ou adquiridas como
HIV/AIDS. Este sistema apresenta vantagens se comparada as outras nucleases
conforme mostra o quadro 2 (LISTIK; CARMO, 2016).

O sistema da Cas9 pode atuar também com uma molécula guia de RNA
formado pelo crRNA e transcRNA sintéticos ligados por uma alca, que é responsavel
por guiar e clivar em pontos especificos através do reparo direcionado por homologia
(figura 6 B) (JINEK et al. 2014).

Esta tecnologia tem se mostrado promissora em humanos, pois através da
edicdo génica, pode trazer a cura de mutacdes que sao responsaveis por causar
doencas genéticas, erros inatos do metabolismo e também no combate de virus que
se integram no DNA, como o HIV (CASTRIGNANO, 2017).

Uma das dificuldades do sistema € o uso dos vetores virais como veiculo para
levar o sistema para o interior, pois como vistos anteriormente esses vetores
possuem a capacidade de infectar varias células e ndo ser possivel controla-los apos
inseridos, 0 que traz as preocupagdes sobre os riscos do uso. Devido a isso outros
métodos estdo sob avaliagéo, tais como por plasmideo, métodos fisicos como a
eletroporacao, de forma que minimizem cada vez mais 0s riscos e assim a técnica
se torne cada vez mais segura para uso (KENNEDY; CULLEN, 2017).

Figura 6: Mecanismo do Sistema CRISPR-Cas9
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Fonte: Adaptado de Castrignano (2017).
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Quadro 2: Vantagens e Desvantagens das principais nucleases usadas na edicdo

génica.
Nucleases Vantagens Desvantagens
-As quebras de fita dupla do -Dificil construgéo
DNA podem ser feitas tanto plasmidial, devido ao
TALEN pelo HDR, quanto pela unido tamanho;
terminal ndo homoéloga; - Dominio Fokl utilizado
nao é especifico;
-Customizavel; - Mutacgdes induzidas;
-As quebras de fita dupla do - Caro;
DNA podem ser feitas tanto -Trabalhoso;
pelo HDR, quanto pela unido -Necessita de regides
ZNF terminal ndo homaloga; ricas em guanina,
-Pode ser usada em células- -Mutacoes induzidas;
tronco pluripotentes ou
sométicas;
-Sistema simples e escalonado; | -Mutacdes induzidas;
Barato; -Uso de Vetores virais;
CRISPR- Cas9 | -As quebras de fita dupla do
DNA podem ser feitas tanto
pelo HDR, quanto pela unido
terminal ndo homaloga;

Fonte: Adaptado de Listik e Carmo (2016).

3.4 Doencas genéticas

Segundo Casagrande (2006) as doencas genéticas sdo alteracdes no
material genético (DNA) que podem ocorrer em um ou mais genes, em parte de um
Cromossomo ou, até mesmo, em um cromossomo completo.

As doengas genéticas sdo divididas em grupos que variam de acordo com
sua alteracdo. Sao eles: Disturbio de heranca mitocondrial, disturbio monogénico,
distirbio multifatorial e distarbio cromossémico. Para Casagrande (2006) os
distarbios monogénicos sédo mutagdes transmitidas em genes isolados. Os disturbios
de heranga mitocondrial séo defeitos ocasionados em moléculas presentes no DNA
mitocondrial e sdo mais raras. Os distlurbios cromossémicos séo alteracbes
cromossOmicas que variam desde duplicacdes, dele¢des, translocacgdes e insercdes
e o distarbio multifatorial corresponde a intera¢cdes complexas em que 0 ambiente e
um conjunto de genes dao origem ao desenvolvimento das malformagdes congénitas
e muitas doencas que atualmente estéo se tornando cada vez mais frequentes.

A terapia genética para Pereira (2015), estava direcionada para doencgas

genéticas hereditarias monogénicas no inicio. Contudo, varios ensaios clinicos foram
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feitos atualmente para o tratamento tanto de doencas genéticas como também
adquiridas infecciosas como HIV, doengas oncoldgicas como cancer de pulmao,
hemoglobinopatias e doencgas cardiovasculares.

3.4.1 Hemofilia

A hemofilia € uma doencga genética da coagulacdo sanguinea pertencente ao
grupo de disturbio monogénico de heranca recessiva ligada ao do cromossomo X
gque afetam os fatores VIII no caso da hemofilia A e IX da coagulagdo no caso da
hemofilia B, na qual ambas apresentam manifestacfes clinicas semelhantes
(SANCHEZ et al., 2018).

Para Garcia e Majluf (2013), a hemofilia € caracterizada por um sangramento
gue pode acometer articulacdes, tecidos e musculos, podem ser espontaneas ou
induzidas e podem causar inflamacdes, dores e danos permanentes.

Segundo Castillo-Gonzalez (2012), a hemofilia A possui uma incidéncia de
1/5-10.000 homens enquanto a Hemofilia B possui uma incidéncia de 1/60.000,
sendo a segunda doenca mais comum estando apenas atrds da doenca de Von
Willebrand. Por ser uma doenc¢a de padrdo de herangca do cromossomo X, suas
manifestacdes hemorragicas ocorrem guase que exclusivamente em individuos do
sexo masculino, porém também pode ocorrer a doenca em alguns casos nas
mulheres, tais como, na sindrome de Turner (45, X0), e por alguns mecanismos
genéticos que desencadeiam efeitos clinicos que inativam um dos X na mulher
(CASTILLO-GONZALEZ, 2012; MUNDO-AYALA; JALOMA-CRUZ, 2008).

Conforme Lavaut (2014) apresenta, algumas mulheres podem apresentar
episddios de alguns sangramentos em certas ocasioes, tais como, menorragia,
epistaxe, gengivorragia, 0os quais estdo relacionados diretamente aos nhiveis de
fatores VIl e IX no plasma, no qual acaba necessario um aconselhamento genético
nas familias portadoras para que possam ser identificados os portadores para que
haja um diagnéstico pré-natal.

Para Morales-Machin et al.(2008), a variagdo genética das mutacdes
associadas aos genes codificantes do Fator VIl que é localizado no cromossomo
Xg28 e no gene codificante do fator IX localizado no cromossomo Xq27, tornam-se
dificeis de detectar de maneira direta, porém foi desenvolvido um método que foi
baseado na segregacao de polimorfismos presentes nas familias dos portadores de
hemofilia, no qual abriu-se uma possibilidade para sua identificacéo.

Com a identificagéo, abriu possibilidades para um diagnéstico e o tratamento,
recentemente segundo Franchini, Favaloro e Lippi (2010), o desenvolvimento de

medicagbes esta focado em produtos que diminuem o numero de infusdes a um
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paciente hemofilico favorecendo uma adesdo melhorada e garantindo uma qualidade
de vida. Através disso a engenharia genética apresentou um sucesso terapéutico no
perfil farmacocinético e prolongamentos das meias vidas das proteinas terapéuticas
através da glicosilacao, no qual € um processo de infusdo de proteinas direcionadas
ao local especifico (DEFREES et al., 2006).

Como a hemofilia € uma doenca genética monogénica, segundo Horava e
Peppa (2017), a terapia genética tem como objetivo procurar um tratamento
completo para o hemofilico, utilizando técnicas como CRISPR para uso de vetores
virais (adenovirus), na qual embora seja um tratamento que possa Ser promissor,
ainda ha muitas duvidas a respeito da técnica por ndo ser conhecida totalmente sobre
os efeitos. S&o pesquisadas técnicas inovadoras dos fatores de coagulagdo, que
podem ser desde administracdes orais até mesmo infusdes, cujo possam melhorar
cada vez mais a adesao dos medicamentos.

Para Martinez-Sanchez e colaboradores (2018), a hemofilia deve ser
considerada uma enfermidade fatal, afetando a qualidade de vida dos pacientes e
dos portadores. Através das atualizacbes que sofrem os diagnésticos e as
investigacdes a fundo, as novas descobertas podem desenvolver os produtos
terapéuticos mais avancados e, com isso, surgem novas ferramentas para a cura

através da terapia genética.

3.4.2 Cancer de Pulméo

O céancer de pulméo é também conhecido como carcinoma de pulméo, que
estd presente no grupo de distlrbio multifatorial. Segundo o INCA (2011) é um tumor
maligno mais comum entre homens e mulheres que esta associado ao consumo de
derivados de tabaco com alta taxa de mortalidade. Para Araljo e colaboradores
(2018), é o segundo cancer com incidéncia em homens e o quarto com incidéncia
em mulheres.

Segundo Rodrigues e colaboradores (2018), o cancer de pulméo é um dos
mais devastadores ficando atrds apenas do cancer de préstata e de mama. A
neoplasia de pulmédo surge devido ao acumulo de mutagBes genéticas que sao
causadas por diversos fatores, dentre eles a fumacga do cigarro que agride o epitélio
pulmonar, provocando as mutagfes nas células componentes do tecido, gerando a
neoplasia.

A neoplasia origina-se por uma célula DNA alterada devido ao fator
carcinogénico nas vias aéreas e segundo estudos existe uma possibilidade da
heranca genética quando associada ao tabagismo ser responsavel por metade dos

casos de cancer pulmonar (VIEIRA et al., 2017).
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Os carcinégenos segundo Ismael e colaboradores (2010), sdo metabolizados
pela citocromo p450, o polimorfismo do metabolismo dessas enzimas pode ser um
possivel mecanismo para o aumento do risco de cancer de pulmao, além de enzimas
gue sao responsaveis pelo reparo de DNA.

Para Vieira e colaboradores (2017), existem mais de 230 genes ligados ao
cancer, onde genes do reparo de DNA possuem uma relacdo direta com a
proliferacéo das células e a supressao tumoral esteja envolvida no cancer pulmonar.

O receptor para o fator de crescimento epidérmico (EGFR) é uma
glicoproteina da membrana plasmatica que possui uma porcdo extracelular de
ligagdo EGFR, uma regido transmembrana e uma tirosina quinase no meio interno,
na qual é responsavel por estimular a proliferacéao celular (SILVA; MAINENTI; LAIZO,
2015 ; YANG et al., 2014; YOSHIDA, ZHANG, HAURA, 2010). Sua superexpressao
segundo Solomon (2014), esta associado a metastase, a agressividade e a menor
sobrevida do individuo e é onde ocorre a maior mutacdo, sendo ela utilizada como
marcador para a neoplasia pulmonar, além da EGFR, também mutacdes na KRAS
(Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), uma proteina importante na
mitogénese, em que junto a outras proteinas atuam transmitindo sinais da superficie
celular para outras estruturas intracelulares (VIEIRA et al., 2017).

Segundo Sullivan e Planchard (2016) outra proteina chamada BRAF (B-Raf
proto-oncogene, serine/threonine kinase) esta associada a formacdo de tumores
malignos que dao origens ao cancer pulmonar, em sua forma ativa emite sinais
através da MEK (mitogen-activated protein kinase) para poder ativar a ERK
(extracellular signal-regulated kinase), que é responsavel pela atuacédo na ativacéo
dos fatores de transcricdo que induzem processos bioquimicos, que se diferenciam,
proliferam e sdo importantes para o crescimento celular e sua apoptose (BALDOTTO
et al., 2014).

Como ja sdo conhecidos varios genes, testes moleculares foram introduzidos
e sdo de fundamental importancia para o sucesso terapéutico (ARAUJO et al., 2018).
Porém, devido ao acesso limitado em paises em crescimento, tornando-se um
desafio por ser uma técnica de alto custo e nova.

O céancer de pulméao é um grande alvo para pesquisas com o sistema CRISPR
cas9, pois através dele foi possivel injetar linfécitos geneticamente modificados como
uma resposta terapéutica a resposta do sistema imunolégico contra as células
cancerosas presentes no pulméo (CYRANOSKI, 2016). Segundo este mesmo autor,
a CRISPR e sua proteina associada 9 (Cas9) desativou uma proteina chamada de

PD-1, responsavel por inibir a resposta imunolégica do sistema imunol6gico contra
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as células neoplasicas, o que ajudou na resposta imunoldgica dos linfécitos contra o

cancer.

3.4.3 HIV/Aids

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um retrovirus de RNA que
através da transcriptase reversa converte em DNA, capaz de causar a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (SILVA; DALBERTO; NARDI, 2006).

Para Ferreira, Riffel e Sant'ana (2010) o virus do HIV é n&do homogéneo,
porém ocorrem variagdes do tipo HIV-l, no caso o HIV-Il € menos virulento e esta
presente apenas na Africa.

O HIV ainda hoje nédo existe uma cura completa ou uma vacina, pois o virus
possui uma heterogeneidade genética conferida pelo hospedeiro necessitando de
um esforgo para pesquisas que tentam descobrir fatores que ajudam na replicacédo
do HIV. A partir disto, a identificacdo de genes candidatos, tem sido o foco das
pesquisas. Segundo An e Winkler (2010), a identificacdo de genes que afetam a
resisténcia e a sucesséao do virus HIV é de extrema importancia para desvendar as
interacbes entre 0 DNA do hospedeiro e o do virus.

Para Tebas et al. (2014) a proteina CCR5 presente nas membranas dos
linfécitos T CD4 serve de receptor especifico impedindo que microrganismos
invadam a célula. Devido a isto o virus do HIV utiliza-o como um co-receptor para ter
acesso ao linfocito. Foi descoberto em 1996 uma mutacdo do gene que codifica o
CCR5 em que ocorreu uma delecdo de 32 pares de bases do gene, o qual ofereceu
uma protecédo contra a infeccédo pelo HIV em pessoas com caracteristica homozigota.
Essa descoberta tornou-se a primeira evidéncia de que o HIV utiliza o gene CCR5
como co-receptor para penetrar na célula (AN; WINKLER, 2010).

O virus HIV para entrar na célula hospedeira requer uma interagdo com o
receptor de membrana CD4 com ativacéo de genes co-receptores CCR5 e CXCR4
do HIV-I. Esta interacdo é mediada pela glicoproteina viral gp120 com o co-receptor
do CD4, na qual a ligacdo provoca alteragbes conformacionais que facilitam na
ligacdo (GRANDE et al., 2019).

Uma vez no citoplasma o genoma viral de RNA é transcrito através de uma
transcriptase reversa e torna-se um DNA pro-viral. Este DNA associa-se a proteinas
virais e celulares que a transportam para o ndcleo celular, onde a fita viral acaba
sendo integrada no cromossomo hospedeiro, na qual acaba sendo transcrita e
traduzida produzindo assim as poliproteinas que sdo as proteinas originadas a partir
do virus (FERREIRA; RIFFEL; SANT'ANA, 2010).
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Como o genoma do HIV é capaz de sofrer mutagbes que sdo capazes de
modificar a sua sequéncia de DNA, torna-se mais dificil descobrir uma cura. Com
base nisso, a terapia genética através dos sistemas terapéuticos viera para modificar
e facilitar o tratamento através da técnica de CRISPR/Cas9. Segundo Silva, Dalberto
e Nardi (2006) a terapia genética possui como principio a insercdo de genes externos
com o objetivo de correcdo ou modificacdo das funcdes das células, nas quais as
doencas afetaram. Para Tebas e colaboradores (2014), a capacidade de modificar
ou editar genes tém um desafio de gerar uma ruptura no ponto especifico na dupla
fita do DNA. No caso do HIV o CCR5 foi escolhido por ser co-receptor que facilita a
entrada no virus HIV, no qual pessoas homozigotas que sofreram uma delecao de
32 pares de base no gene CCRS5, utilizando a técnica CRISPR/Cas9, tornando-se

resistentes a infecgéo.

4. CONSIDERA(;CN)ES FINAIS

Através da revisdo realizada neste artigo foi possivel compreender que a
terapia génica esta abrindo caminhos novos para tratar doencgas originadas por
mutacbes genéticas e doencas que sdo adquiridas como, por exemplo, virais e
doencas provocadas por fatores externos e habitos alimentares, que as pessoas se
expdem. As terapias genéticas tém se mostrado eficazes em seus resultados, mesmo
diante de dificuldades e limitacdes.

A utilizacdo de vetores que servem de veiculos para carrear 0s genes
terapéuticos até o local especifico possui como caracteristica a eficiéncia, porém
demonstram limitaces em relacdo ao direcionamento celular e também causam
efeitos colaterais como, por exemplo, a ativacéo de respostas imunoldgicas.

Devido a essas consequéncias 0s cientistas através das pesquisas buscaram
elaborar uma terapia que gerasse uma menor resposta imunolégica onde criaram
sistemas terapéuticos que combinados com vetores geraram um resultado muito
mais eficiente e especifico, pois conseguiram direcionar o alvo para o gene ou local
exato que estava mutado, aumentando assim a taxa de sucesso e minimizando as
reacOes adversas e efeitos colaterais. Com isso, 0s sistemas terapéuticos vieram
para somar e cada vez mais vao sendo ampliados e melhorados até que se tornem

um sucesso por completo.
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