erapia génica € o tratamento

de doengas baseado na trans-

feréncia de material genéti-

co. Em sua forma mais sim-

ples, a terapia génica consis-

te na insercao de genes fun-
cionais em células com genes defeituosos,
para substituir ou complementar esses
genes causadores de doencas. A maioria
das tentativas clinicas de terapia génica
atualmente em curso so para o tratamento
de doengas adquiridas, como AIDS, neo-
plasias malignas e doengas cardiovascula-
res, mais do que para doencas

hereditarias. Em alguns proto- Tabela 1

colos, a tecnologia da transfe-

TERAPIA
GENICA

Veto

Atecnologia basica envolvida em qual-
quer aplicac¢do da terapia génica € a trans-
feréncia génica. Virios métodos atuais de
transferéncia génica e suas vantagens e
desvantagens estao listados nas Tabelas 1
a 3. A maneira mais simples de transferir
genes para células e tecidos é por meio da
inoculacao de DNA puro, com técnicas de
microinjecdo; eletroporagdo e o método
biobalistico. Métodos mais elaborados e
mais eficientes incluem a administra¢io de
DNA encapsulado (e.g., liposomos); ou
através de vetores virais, que podem ser
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fragmentos de DNA de virus contendo o
DNA a ser transferido; ou mesmo a parti-
cula viral formada por proteinas virais
empacotando um DNA viral modificado
de maneira a tornar o vetor menos toxico,
menos patogénico ou nao-patogénico.

A palavra vetor, que deriva do Latim
vector (“aquele que carrega, entrega”) de-
fine o agente que constitui ou contém os
genes a serem transferidos e expressos em
uma célula receptora. Os diversos tipos de
vetores sao utilizados com o objetivo de
levar o DNA terapéutico ao nucleo das
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paraalterar fenotipicamente uma
célula de tal modo a torna-la
antigénica e assim desencadear
uma resposta imunitdria. De
maneira andloga, um gen estra-
nho pode ser inserido em uma
célula para servir como um
marcador genotipico ou fenoti-
pico, que pode ser usado tanto
em protocolos de marcacao gé-
nica quanto na propria terapia
génica. O panorama atual indica
que a terapia génica ndo se
limita as possibilidades de subs-
tituir ou corrigir genes defeituo-
sos, ou eliminar seletivamente
células marcadas. Um espectro
terapéutico muito mais amplo
se apresenta a2 medida em que
novos sistemas sao desenvolvi-
dos para permitir a liberacao de
proteinas terapéuticas, tais como
horménios, citocinas, anticorpos,
antigenos ou novas proteinas
recombinantes. A terapia génica
é a esperanca de tratamento

Método

DNA-fosfato de célcio

Vantagens

Morte celular durante

Desvantagens

S6 ex vivo; transfeccao é

DNA-DEAE dextran

DNA-lipide (liposomos)

o procedimento € minima;
importante na producao de
vetores virais recombinantes;
simples e barato; expressiao
pode ser transitoria ou estavel;

Mais reprodutivel que o méto-
do anterior;

Nao se integram ao genoma
hospedeiro; uso in vitro e in
vivo; carregam grandes peda-
cos de DNA (tao grandes como
cromossomos inteiros); direcio-
naveis; ndo-imunogénicos;
preparacdes livres de contami-
nantes (cf. vetores virais); alto
grau de pureza; padronizacao

Maior direcionamento

baixa; baixo nivel de
expressao do transgen;

S6 ex vivo; transfeccao é
baixa e transitoria; s6
funciona em alguns
tipos celulares

Baixa eficiéncia de transfec-
¢a0 em rela¢do aos sistemas
virais; expressao transitoria

do transgen; leve toxicidade
celular; podem ser inibidos

por componentes s€ricos

para um grande ndmero de do-
encas até hoje consideradas in-
curdveis por métodos convenci-
onais, das hereditdrias e dege-
nerativas as diversas formas de
cancer e doencas infecciosas.

DNA-proteina
DNA-lipide-proteina

HACs (cromossomos
artificiais)

Nao se integram no genoma;
insercdes maiores sao possiveis;

Em desenvolvimento

melhor controle transcricional
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células-alvo. Outra forma de transferéncia
da mensagem genética envolve a entrega
de RNA diretamente ao citoplasma das
células, mas o RNA ¢ mais instivel que o
DNA, o que limita a aplicacio dessa moda-
lidade de transferéncia génica. O uso de
mitocdndrias ou DNA mitocondrial (mtD-
NA) como vetores génicos citoplasmaticos
tem aplicacio potencial na reposicio do
mtDNA a células com deficiéncia no meta-
bolismo energético da fosforilacao oxida-
tiva causada por mutacdes no mtDNA.
Afora o nucleo, a mitocOndria é a Gnica
organela que possui seu préprio DNA.

Uma questiao-chave da terapia génica
¢ a escolha do vetor adequado a cada
situacao. Um vetor ideal seria aquele que
pudesse acomodar um tamanho ilimitado
de DNA inserido, fosse disponivel em uma
forma concentrada, pudesse ser facilmen-
te produzido, pudesse ser direcionado
para tipos especificos de células, nio per-
mitisse replicacio autdbnoma do DNA, pu-
desse garantir uma expressio génica a
longo prazo e fosse nio-téxico e nio-
imunogénico. Tal vetor ainda nio existe e
nenhum dos sistemas de entrega de DNA
atualmente disponiveis para transferéncia
génica in vivo é perfeito com respeito a
qualquer um desses pontos. Até a presente
data, quatro sistemas de transferéncia gé-
nica (DNA plasmidial complexado, veto-
res retrovirais, vetores adenovirais e veto-
res baseados no virus adeno-associado)
foram os mais usados em tentativas de
terapia génica em humanos, totalizando
uma experiéncia clinica de cerca de trés
mil pacientes em todo o mundo.

DNA Plasmidial Complexado

Um vetor plasmidial ¢ uma molécula
de DNA circular purificada, construida por
meio de técnicas do DNA recombinante
para conter, além do gen terapéutico de
interesse, sequéncias regulatorias tipo pro-
motores e intensificadores, para facilitar e
controlar a expressao do gen. Vetores de
DNA plasmidial podem ser introduzidos
nas células por uma variedade de méto-
dos. O mais 6bvio deles, conceitualmente,
¢ a injecdo direta, que exige técnicas
sofisticadas para injecao em escala micros-
copica. Essa técnica, entretanto, é limitada
pelo fato de que somente um ndmero
relativamente pequeno de células pode
ser injetado em um determinado momen-
to. Apesar das tentativas de automatizar as
técnicas de microinjecio, o pequeno nu-
mero de células que podem ser injetadas
por vez continua sendo uma grande limi-
tacao. Esse método de transferéncia génica
podera ter interesse e de utilidade clinica
se um pequeno numero de células purifi-
cadas da medula 6ssea forem injetadas e
condi¢oes de cultivo celular forem encon-
tradas para expandi-las substancialmente.
Entretanto, ainda existird o problema da

expressdo transitoria, pois a maioria das
células injetadas com o vetor nio serd
capaz de manter a expressao por longo
prazo. Isso exige outras melhorias na sequ-
éncia do vetor, de modo a aumentar, por
exemplo, a eficiéncia de sua integracao.

Aumento da eficiéncia de transfeccao
do DNA plasmidial purificado pode ser
obtido com a formacao de algum tipo de
complexo: lipidico, protéico, ou misto.
Ap6s a aplicacio desse complexo nas
células em cultura ou in vivo, uma por¢ao
substancial das células endocita o DNA e é
capaz de transportar pelo menos parte
dele para o ndcleo, onde o DNA € expres-
so transitoriamente por alguns dias (Figu-
ra 1). A nio ser que o DNA plasmidial
tenha a capacidade de integracao dirigida,
apenas uma fracio muito pequena (geral-
mente muito menos de 1 por cento) das
células retém o DNA permanentemente,
incorporando-o em seus cromossomos e
continuam a expressar os genes introduzi-
dos.

Vetores Virais

Virus sido vetores génicos por excelén-
cia e vém evoluindo ha milhoes de anos na
natureza em associa¢io com virtualmente
todos os organismos, de bactérias até plan-
tas e animais. Os sistemas biomoleculares
especificos de transferéncia, recombina-
¢do e expressao génica adotados pelos
virus constituem instrumentos poderosos
para a construcao de vetores mais eficien-
tes e seguros, com indicagcoes precisas de
uso. Bacteridfagos, baculovirus, retrovi-
rus, adenovirus e virus adeno-associados
sao exemplos de virus que foram modifi-
cados com sucesso pelas técnicas do DNA
recombinante e ja possuem aplicacdes na
pesquisa, na agricultura e na medicina.
Conceitualmente, nio € surpreendente que
virus de animais estejam sendo usados
como vetores para a transferéncia de ge-
nes para células de mamiferos. Conforme
listado na Tabela 3, virios virus vém
sendo explorados desta maneira.

Vetores Retrovirais

Um retrovirus murino, o virus da leu-
cemia murina de Moloney (MoMuLV), foi
o primeiro sistema vetorial desenvolvido
para aplicacoes clinicas da terapia génica.
Os conceitos gerais da producio e uso
desse tipo de vetor estao ilustrados na
Figura 2: Por meio de técnicas de DNA
recombinante, os genes no genoma viral
necessarios para a reproducio do Mo-
MulLV, genes gag, pole env, sio removidos
e substituidos por um gen de interesse. O
que sobra do retrovirus sio seus elemen-
tos regulatérios: as repeticoes terminais
longas (LTR), que funcionam como sinais
de integracio do provirus e promotores da
transcri¢ao e um sinal de empacotamento,
para permitir que o RNA transcrito seja
acomodado em uma particula viral. Para a

producio dos vetores retrovirais contendo
o gen de interesse, ¢ utilizada uma /linba-
gem celular de empacotamento contendo
os genes gag, pol e env incorporados ao
genoma destas células. Os vetores sio
produzidos em altos titulos nas células de
empacotamento e a seguir purificados e
injetados no paciente (terapia génica in
vivo) ou postos em contato com células
colhidas do paciente e mantidas em codi-
¢oes de cultivo celular (terapia génica ex
vivo). Os vetores tém a habilidade de
entrar nas células-alvo, transcrever seu
RNA na forma de DNA (gracas a atividade
da enzima transcritase reversa), e se inte-
grar estavelmente em um cromosomo da
célula como resultado da presenca das
sequéncias regulatérias retrovirais rema-
nescentes. Uma vez integrado, o gen inse-
rido pode ser expresso para produzir a
proteina terapéutica desejada. O vetor re-
troviral, desprovido dos genes para a repli-
cacdo viral, nao € competente para a
replicacao (diz-se que o vetor é “defecti-
vo”), e por isso ndo € capaz de produzir
mais virus competentes dentro da célula-
alvo. Portanto, o vetor age como um agen-
te final de transferéncia génica, deixando
uma copia de sua sequéncia no genoma da
célula-alvo.
Vetores Adenovirais

Os adenovirus humanos sio DNA-
virus, ndo envelopados, com um genoma
dupla-fita linear de, aproximadamente, 36
kb, encapsulado em um capsideo icosaé-
drico medindo 70-100 nm de didmetro. O
capsideo contém em seus vértices espicu-
las por onde se di a interacio com recep-
tores celulares. Na natureza, os adenovirus
sao capazes de infectar células do trato
respiratério e gastrointestinal, causando
gripes, gastroenterites em criang¢as ou con-
juntivites epidémicas. As glindulas ade-
noéides sao um de seus alvos e de onde se
originou o nome adenovirus. Infeccoes
envolvendo o trato urindrio, vias hepdticas
e o sistema nervoso central podem ocorrer
esporddicamente. A maioria, senio a tota-
lidade dos adultos ja foi exposta ao adeno-
virus e ja possui anticorpos anti-adenovi-
rus. Ao contrario dos retrovirus, os adeno-
virus se replicam independentemente da
divisao da célula hospedeira, e seu cromo-
somo raramente se integra ao genoma da
célula, permanecendo episomal na maio-
ria das vezes. A integracao parece ocorrer
somente na presenca de altos niveis de
infeccao em células em divisdo, mas esse
evento nao contribui significativamente
para a utilidade destes virus como vetores.
Os vetores adenovirais possuem um largo
espectro de infectividade celular que in-
clui virtualmente todas as células pos-
mitéticas e mitéticas (Figura 3), e também
podem ser produzidos em elevados titu-
los.
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Tabela 2

Métodos Fisicos para Introdugdo de Genes em Células de Mamiferos

Método Vantagens

Microinjecao direta

Alta taxa de transfeccao;
evita a degradacio cito-
plasmatica e lisossomal
do material injetado;
técnica muito trabalhosa;

Desvantagens

S6 ex vivo; potencial para
uso em terapia génica da
linhagem germinativa
apresenta problemas
técnicos e éticos

requer células muito

bem isoladas

Eletroporacio

Injecio de plasmideo

Alta taxa de transfeccao

Simplicidade; 2-19 kb po-
dem ser facilmente trans-

S6 ex vivo; muita morte
celular torna o procedimento
pouco eficiente

Baixa porcentagem de fibras
expressam o transgen apos a

feridos para muisculo; uso injecao; uso restrito a pele,

em vacinacdo génica

Injecdo balistica de DNA

Alta taxa de transfeccao;

timo e musculo estriado

Expressao transitoria;

entrega de doses precisas; lesao celular considerdvel

uso em vacinacao génica

A estrutura gendmica dos adenovirus é
mais complexa que a dos retrovirus. O
genoma adenoviral codifica aproximada-
mente 15 proteinas. A expressao génica
viral ocorre de uma maneira ordenada e é
dirigida, em grande parte, pelos genes E1A
e E1B, localizados na por¢ao 5’ do genoma
adenoviral. Esses genes possuem funcoes
de transativacio para a transcricio de
vérios genes virais e da célula hospedeira.
Como estes genes da regiao El estio
envolvidos na replicacio do adenovirus,
sua remog¢ao torna o virus incompetente
para replicacao ou “defectivo”. A remog¢ao
também cria espaco para a inser¢cio de um
gen de interesse terapéutico. A regifo E3,
cujo produto estd envolvido na habilidade
do virus de escapar do sistema imunologi-
co do organismo hospedeiro, também pode
ser substituida por um DNA exdgeno.

Para a produgao de vetores adenovi-
rais, é necessdrio utilizar, a exemplo do
que ocorre com vetores retrovirais defec-
tivos, uma linhagem de células empacota-
doras contendo genes virais que transcom-
plementam o vetor defectivo a ser produ-
zido. As etapas principais de producio e
uso de um vetor adenoviral estao ilustra-
das na Figura 4. Uma das modalidades
comecga pela producio de um plasmideo
ou cosmideo contendo o genoma do ade-
novirus com delecoes em algumas regides
especiais, como a regifo E1. A delecao de
El torna o virus defectivo. O gen de
interesse pode ser clonado nestas regides
deletadas, e o plasmideo ou cosmideo
pode ser multiplicado em uma cultura de
bactéria. O plasmideo ou cosmideo purifi-
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no centro da regido atingida
pelo disparo

cado ¢ entlo transfectado para as células
empacotadoras onde ele € empacotado na
forma de particulas adenovirais defectivas.
Os vetores adenovirais assim produzidos
sao isolados do meio de cultivo das células
empacotadoras, e purificados por ultra-
centrifugacao em gradiente de cloreto de
césio, que também concentra o vetor em
suspensoes com elevada titulacao (mais de
10¥ UFP ml"), ou por cromatografia. O
virus purificado € estivel em uma varieda-
de de tampodes aquosos e pode ser conge-
lado por periodos prolongados sem perda
de atividade.

Uma estratégia alternativa de produ-
cao de vetores adenovirais consiste em
preparar um plasmideo no qual o gen de
interesse ¢ flanqueado por seqiiéncias de
DNA adenovirais. Estas sequéncias servem
como regides controle e contém sinais de
empacotamento e sitios para a recombina-
¢ao com DNA gendmico adenoviral, que
serd usado para reconstituir adenovirions
defectivos dentro da célula empacotadora.
A transfeccao desse plasmideo para célu-
las empacotadoras, juntamente com o DNA
gendmico de adenovirus com delecoes
selecionadas (e.g., E1, E3) leva, por meio
de recombinacdo homdloga, a formacao
de particulas adenovirais com o(s)
transgen(es) substituindo as regides previ-
amente deletadas. Portanto, tanto a clona-
gem direta, quanto a recombinac¢ao homo-
loga podem ser usadas para produzir ade-
novirions defectivos. Com o desenvolvi-
mento de novas linhagens de células de
empacotamento contendo um ndmero cada
vez maior de genes adenovirais para a

transcomplementacio, ja é possivel pro-
duzir vetores adenovirais contendo um
nimero cada vez menor de sequéncias
adenovirais e um nimero cada vez maior
de sequéncias exégenas. Um vetor adeno-
viral “all deleted” foi produzido recente-
mente. Esse vetor possuia 28 kb de DNA
exégeno (gen da distrofina) e apenas 8 kb
de sequéncias adenovirais.
Vetores Adeno-Associados

Algumas caracteristicas desfavoraveis
dos vetores adenovirais e retrovirais revis-
tas na Tabela 3 incluem a incapacidade de
integracao do DNA dos vetores adenovi-
rais ao genoma da célula hospedeira, oca-
sionando uma expressao instavel e a inte-
gracao aleatoria do DNA dos vetores retro-
virais ao genoma hospedeiro, podendo
acarretar mutagénese insercional ativado-
ra de proto-oncogenes celulares humanos
ou inativacio de genes supressores de
tumor. Além disso, esses vetores podem
provocar resposta imunologica dos tipos
humoral e celular e podem ser patogéni-
Cos.

Vetores alternativamente indicados para
contornar esses problemas sao baseados
no virus adeno-associado (AAV, adeno-
associated virus), um pequeno virus de
DNA, nao envelopado, nio patogénico,
pertencente a familia Parvoviridae. O AAV
possui uma tnica molécula de DNA fita
simples de 4681 bases, com repeticoes
terminais invertidas (ITRs, inverted termi-
nal repeats). Os ITRs sao sequéncias palin-
dromicas de 145 pares de bases envolvidas
na regulacio do ciclo celular do AAV,
dispostas nas por¢oes terminais 5’ ¢ 3’ do
genoma viral, que servem como origem e
iniciadores para a replicacio do DNA.
Flanqueadas pelas ITRs, duas amplas mol-
duras abertas de leitura codificam uma
proteina regulatoria e outra estrutural de-
nominadas rep e cap, respectivamente. A
regifo de leitura situada na por¢io 5’ (gen
rep) codifica quatro proteinas nao-estrutu-
rais envolvidas com a replicacao genémi-
ca. A por¢iao 3’ contém o gen cap, que
codifica trés proteinas estruturais para a
formacao do capsideo viral.

O AAV ¢ considerado um dependovi-
rus porque somente € capaz de se replicar
em uma célula na presenca de um virus
auxiliar (adenovirus ou virus da herpes),
que lhe forneca, em transcomplementa-
¢lo, os fatores auxiliares essenciais para
sua replicacio. Na auséncia do virus auxi-
liar, o genoma do AAV integra-se, prefe-
rencialmente, em um sitio especifico
(AAVS1) no brago curto do cromossomo
19, entre q13.3 e qter, utilizando para isso
os ITRs, com alta freqiéncia e estabilidade,
para estabelecer uma infec¢ao latente tan-
to em células mitéticas quanto em células
pos-mitdticas. Recentemente, formas epi-
somais do virus também foram identifica-



Tabela 3
Métodos Bioldgicos para Introdugdo de Genes em Células de Mamiferos

das e a integracdo em sitios nio
especificos foi documentada, porém

- P . Vetores Vantagens
nao ha, até o momento, nenhuma
rd‘a 40 c'iestas formas/com ONCOBENE™  petrovirais Alta taxa de transducao;
se insercional. O provirus latente pode ;
ser recuperado e replicado através de caiple espe/ctro fje hosAp f:(}elro
uma superinfecgﬁo com o virus auxi- (§omente C?IUI% em divisao);
liar. sistema muito bem estudado

O virus adeno-associado tem des- e conhecido; mtegrag:ao ncz

pertado grande interesse como um genoma hczspedeuo; proteinas
vetor potencial para transferéncia de do Vetor.nao EXpIessas no
genes em tentativas de terapia génica hospedeiro
humana. Entre as suas propriedades
mais favordveis estio: (I) nenhuma Adenovirais Amplo espectro de hospedeiro
relacio com doencas humanas; (ID (c‘élul‘as mitoticas € nao
poder de infeccio de uma ampla mitoticas); altos titulos;
gama de linhagens celulares deriva- alta eficiéncia de transducao;
das de diferentes tecidos; (III) a sua genoma viral epissomal;
habilidade de integrar dentro do ge- virus selvagem causa doenca
noma hospedeiro e estabelecer uma leve; nao envelopado
infeccio latente. Este tipo de integra-
¢ao pode ocorrer em células que nao Adeno- Amplo espectro de hospedeiro;
estejam em processo de divisio, em- ~ associados nenhuma doenca humana
bora aconteca com uma freqiiéncia associada; infecta células
menor que em células em divisio. em divisdo ou paradas; inte-
Soma-se a estas caracteristicas favora- gracao dirigida é preferencial
veis o tipo de integracio proporcio-
nado pelo AAV. A capacidade de = Hibridos Amplo espectro; altos titulos;

transduc¢io com AAV recombinante
(rAAV) tem sido demonstrada em
uma ampla variedade de tipos celula-
res, incluindo as diferenciadas, o que
sugere um grande potencial desse
sistema de vetor para transferéncia
génica in vivo para 6rgaos como mus-
culo, figado, sistema nervoso central
e pulmao.

Vetores rAAV siao derivados de

plasmideos que carregam os ITRs = HIV

flanqueando o gen exégeno de inte-
resse. Esses vetores podem ser empa-
cotados dentro do capsideo do AAV
pela co-transfeccao em células infec-
tadas com (I) adenovirus, e (II) um
segundo plasmideo de empacotamen-
to contendo os genes rep e cap (Figu-
ra5). O rAAV é recuperado em célu-
las lisadas e o virus auxiliar é removido.
Desta forma, quatro elementos sio reque-
ridos para o empacotamento do vetor
AAV: (D) células eucaridticas em cultura,
(ID as proteinas responsaveis pela replica-
¢ao do genoma viral e sintese do capsideo,
(I1D) o DNA do vetor e (IV) o virus auxiliar.

As desvantagens de utilizar particulas
rAAV como vetores de transferéncia géni-
ca estio no tamanho do seu genoma
(acima de 5 kb ocorre interferéncia no
encapsulamento viral), o que limita a clo-
nagem de determinados genes, e a dificul-
dade de produzir o vetor viral em grandes
quantidades. Entretanto, varios melhora-
mentos tém sido obtidos na producio e
uso de vetores baseados em AAV. A difi-
culdade de produzir estes vetores em larga
escala foi minimizada pela utilizacao de

Herpes simples

Adenovirus-AAV alta eficiéncia de transdugio;

integracao dirigida

Epissomal; pode induzir infec-
cao latente por toda a vida (es-
pecialmente no CNS);
acomoda insertos grandes;
producio de altos titulos

Desvantagens

Imunogénico; requer células

em divisao; risco de mutagénese
insercional; risco de reversao para o
tipo selvagem; inativacao pelo
complemento; baixos titulos;

baixa taxa de entegra in vivo

Imunogénico; reversdo para o tipo
selvagem; periodo curto de expressao
génica em células em divisao (depura-
¢ao do epissomo); “vazamento” de
proteinas virais

Limite ao empacotamento de DNA;
integracao nao é sempre sitio-dirigida;
imunogénico (?)

Imunogénico

Imunogénico; virus diferentes tém
seletividade diferente; EBV é oncogé-
nico; ativacao de virus latente; baixa
eficiéncia de transdugio; expressio
transitoria nos vetores atuais; sistema

Vaccinia

Infectam e transduzem células
mitéticas e pos-mitdticas, por

longo prazo

vacinas génicas

plasmideos contendo sequéncias de ITR e
sua multiplicacio em linhagens recombi-
nantes de Escherichia coli. A restricdo ao
tamanho do genoma viral também foi
minimizada, visto que esses plasmideos
nio precisam ser encapsulados em um
capsideo viral, podendo ser introduzidos
em células eucaridticas utilizando a técni-
ca de transfeccao com lipossomos, sem
prejuizo do amplo espectro de infectivida-
de celular caracteristico do AAV.
Combinacoes de

Elementos Virais e Nao-Virais

A combinacdo de elementos virais e
nao-virais tem sido usada para aumentar a
eficiéncia da transferéncia génica para cé-
lulas em cultura. Um exemplo de combina-
¢ao de elementos virais e ndo virais é uma
alternativa ao uso de particulas de rAAV

Potencial para desenvolvimento
de uma grande variedade de

em desenvolvimento

Sistema pouco conhecido;
eficiéncia baixa in vivo

Uso limitado aos individuos nao
previamente vacinados; uso nao indi-
cado em imunossuprimidos

mencionada anteriormente, e consiste na
construcao de plasmideos com sequéncias
de ITR delimitando genes de interesse para
promover a transformacao génica em célu-
las eucaridticas e conferir maior persistén-
cia do DNA transfectado, se comparada
aquela obtida com plasmideos convencio-
nais sem os ITRs. Os virus AAV podem ser
substituidos por esse tipo de construciao
complexada em liposomos, pois os niveis
de expressao génica e retencao do trans-
gen nas células transfectadas por esses
complexos sao semelhantes aos niveis
obtidos com particulas virais encapsula-
das.
Mitocondrias e DNA Mitocondrial

A mitocondria € a Unica organela que
possui seu proprio DNA (mtDNA). Em
principio, as mitocdndrias se assemelham
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Figura 1. Os complexos formados entre lipides ou fosfolipides e DNA constituem
liposomos. Liposomos catidnicos siao geralmente preparados a partir de fosfolipides
bipolares e consistem de um ntcleo hidrofilico, delimitado por uma camada
lipidica externa. Os lipides catidnicos formam interacoes eletrostiticas com a
molécula fortemente anidénica do DNA de maneira espontinea, promovendo o
encapsulamento do 4cido nucleico. Os liposomos assim produzidos possuem um
amplo espectro de infectividade celular
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Figura 2. Producio e uso de retrovirus
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aos lipossomos utilizados em transferéncia
génica, constituidos de membranas lipidi-
cas envolvendo moléculas de DNA. Uma
vez que mitocdndrias podem ser purifica-
das por ultracentrifugacio de homogena-
dos celulares, elas poderiam ser utilizadas
como vetores de transferéncia génica. Mi-
tocdndrias isoladas do sangue de doado-
res podem ser fundidas a células recepto-
ras, gerando hibridos de citoplasma (cibri-
dos) vidveis. O uso de mitocdndrias ou do
DNA mitocondrial (mtDNA) como vetores
génicos tem aplicacao potencial na reposi-
¢ao do mtDNA a células com deficiéncias
no metabolismo energético da fosforilagcao
oxidativa causadas por mutacdes. Muta-
¢oes no mtDNA estido ligadas a um grande
nimero de sindromes degenerativas neu-
romusculares com padrao de heranc¢a ma-
terna. Além disso, mutacdoes no mtDNA
ocorrem em células da linhagem somatica
e se acumulam durante o envelhecimento
e em condi¢cdes de stress oxidativo, e
podem explicar boa parte dos fenétipos
caracteristicos da idade avangada, como
fraqueza muscular, doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson.
Conclusio e Perspectivas

Virias doencas incuraveis pelos méto-
dos terapéuticos convencionais represen-
tam perspectivas futuras para a aplicacao
da terapia génica. Contudo, ainda existem
limitacdes com relacio a eficiéncia e dire-
cionamento dos vetores de transferéncia
génica da geracio atual. Os vetores virais
recombinantes sao os veiculos mais poten-
tes para a transferéncia génica, mas a
resposta imunolégica do hospedeiro e as
dificuldades de produ¢io em larga escala
e padronizacgio ainda sao grandes barrei-
ras para seu uso clinico. A entrega de DNA
via lipossomos ou via direcionamento a
receptores celulares oferece alternativas
elegantes para a transferéncia mediada por
virus, mas os niveis de expressio génica
obtidos com esses métodos precisam ser
melhorados significativamente antes que
eles possam ser utilizados para o tratamen-
to de doengas humanas. Além disso, nosso
conhecimento do controle transcricional é
incompleto. Estes campos estao sob inten-
sa investigacao; os métodos de transferén-
cia génica exvivoe invivoestao em franco
desenvolvimento e esperam-se avancos
considerdveis na préxima década.

O desenvolvimento de sistemas alta-
mente eficientes de empacotamento viral
e o refinamento dos processos de purifica-

Figura 3. Amplo espectro de infectividade celular de um vetor adenoviral carregando o gen LacZ de E. coli, que codifica a enzima
beta-galactosidase. A expressio do gen € denotada pela cor azul do substrato X-gal, metabolizado pela enzima nas células
infectadas pelo vetor. No sentido hordrio, comecando pelo canto superior direito: (I) cértex renal de coelho, apds infusao
intracarotidea do vetor; (ID fibras de musculo estriado esquelético de rato, ap6s injecio intramuscular do vetor; (IID) células
endoteliais em capilar de cérebro de rato, apds infusao intracarotidea do vetor; (IV) fibroblastos na pia mater de rato, apés injecao
intraparenquimal do vetor; (V) astrocitos no cortex cerebral de rato, apds injecao estereotixica do vetor; (VI) neurdnio piramidal

do cortex do giro do cingulo, apods injecdo estereotixica do vetor no hipocampo de rato
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Figura 5. Etapas da producio e uso de particulas de vetores adeno-associados

¢do e concentracao poderao melhorar os
titulos dos vetores virais para valores que
poderao permitir a transferéncia génica pela
administracio sistémica. O direcionamento
da entrega poderi ser possivel pela incorpo-
racao de anticorpos de cadeia Unica contra
antigenos de superficie ou ligantes para
receptores transmembranicos incorporados
ao envelope de retrovirus ou proteinas pen-
ton de adenovirus, e ha sinais encorajadores
de que essa estratégia possa alcancar suces-
so. A médio prazo, espera-se a chegada de
“vetores de desenho” incorporando os ele-
mentos mais Uteis dos sistemas virais e sinté-
ticos disponiveis atualmente, com variacoes
dependendo da aplicacao. Por exemplo, as
repeticoes terminais invertidas (ITR) dos vi-
rus adeno-associados, que promovem inte-
gracao cromossomal estavel, podem ser com-
binadas com sequéncias de outros vetores
com maior capacidade de acomodacio de
insertos. A integracao pode ser aumentada
através do empacotamento de uma enzima

recombinase funcional com a constru¢io
de expressiao génica em complexos lipos-
somais direcionados a uma célula especifi-
ca com anticorpos ou proteinas ligantes de
receptores. A longo prazo, novos métodos
de entrega poderio ser desenvolvidos para
a transferéncia intranuclear de cromosso-
mos artificiais humanos (HACs) carregando
grupos inteiros de genes com seus elemen-
tos naturais de controle. No futuro, a pes-
quisa bidsica deverd tentar definir os ele-
mentos gendmicos que tornam possivel o
controle temporal e espacial da expressiao
génica durante a vida de um individuo.
Avancos nessas dreas irdo requerer desen-
volvimentos paralelos no desenho de veto-
res, antes que os conhecimentos possam
ser utilizados na pratica clinica.

Da grande quantidade e criatividade
dos sistemas de vetores e métodos de
transfeccao génica que estio sendo desen-
volvidos, parece claro que, no futuro, have-
rd uma grande escolha de métodos diferen-

tes para as diferentes aplicacdes clinicas.
Isso certamente ampliard as oportunidades
para o uso da transferéncia génica no
contexto clinico. A terapia génica promete
ser uma area fértil de pesquisa cientifica e
clinica por muitos anos, e nio ha davida
que se tornard uma pratica clinica impor-
tante neste novo século. A terapia génica
podera representar uma mudanga de para-
digma da medicina, com importantes re-
percussoes para a sociedade.
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