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RESUMO

Terapia génica € o tratamento baseado na transferéncia de cdpias do material
genético sadio ao organismo desejado, propondo a correcdo do fenotipo de disturbios
causados por anormalidades genéticas. Desde a descoberta do DNA humano e suas
respectivas caracteristicas, pesquisadores vem tentando editd-lo a fim de conseguir
modificacdes especificas em determinadas regides para expressar um fenotipo desejado.

Com o répido avanco tecnoldgico, com as varias descobertas sobre o material
genético humano e com a elucidagdo crescente da funcdo dos genes, varias metodologias
capazes de corrigir o genoma humano foram desenvolvidas. A utilizacdo de genes exdgenos
para suprir uma demanda de producdo do organismo e melhorar o progndstico de doencas
através da entrega do transgene por vetores plasmidiais e virais a células hospedeiras foram
exploradas.

Atualmente, a capacidade de reparo celular € uma das caracteristicas que esta sendo
extensamente estudada para a criacdo de metodologias capazes de editar 0 genoma humano.
A descoberta de nucleases capazes de gerar uma lesdo sitio-especifica no DNA possibilitou
a criacdo de metodologias capazes de editar o genoma humano, o que pode dar uma nova
esperanga de tratamento a doencas. As metodologias atuais e tradicionais capazes de alterar
e/ou suplementar o genoma humano sdo discutidas neste trabalho, correlacionando suas

respectivas aplicacfes a doencas até o presente momento sem cura.

Palavras Chave: CRISPR-CAS9, edicdo gendmica, endonucleases, ferramentas da terapia

génica, terapia génica, transferéncia de genes, vetores virais.



ABSTRACT

Gene therapy is the treatment based on the transfer of copies of the healthy genetic
material to the desired organism, proposing the correction of the phenotype of disorders
caused by genetic abnormalities. Since the discovery of human DNA and their respective
characteristics, researchers has been trying to edit it in order to achieve specific
modifications to specific regions to express a desired phenotype.

With the rapid technological advancement, with the various discoveries about the
human genetic material and with the elucidation of the function of the genes, several
methodologies able to correct the human genome were developed. The use of exogenous
genes to meet a production demand of the organism and to improve the prognosis of
diseases by delivery of the transgene by plasmid and viral vectors to host cells was explored.

Currently, cellular repair capacity is one of the characteristics that is being
extensively studied for the creation of methodologies capable of editing the human genome.
The discovery of nucleases capable of generating site-specific DNA damage has led to the
creation of methodologies capable of editing the human genome, which may give a new
hope of treatment to so-called "incurable” diseases. Current and traditional methodologies
capable of altering or supplementing the human genome are discussed in this paper,

correlating their respective applications to diseases to date without cure.

Keywords: CRISPR, endonucleases, gene therapy, gene transfer, genetic therapy tools,

genomic editing, viral vectors.
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1. INTRODUCAO

A descoberta da estrutura da dupla hélice do &cido desoxirribonucleico (DNA)
(WATSON; CRICK, 1953) possibilitou que novos avancgos tecnologicos fossem realizados
posteriormente, 0 que acabou levando ao desenvolvimento de tecnologias que facilitassem a
aplicacdo da terapia genica (WOLFF; LEDERBERG, 1994). Arthur Kornberg foi o
responsavel pela descoberta da enzima e das funcGes da DNA polimerase durante a
replicacdo, degradacéo e reparo do DNA (LENZER, 2008). No final do ano de 1960, no dia
28 de dezembro, Francois Jacob e Jacques Monod elucidaram o processo de sintese proteica,
na qual a descoberta do &cido ribonucleico mensageiro (RNAm) foi crucial para os avangos
biotecnoldgicos.

Por volta da década de 1970 ocorreu a descoberta das enzimas de restricdo que
seriam capazes de clivar o DNA em uma ou mais sequencias alvos e da DNA ligase que é a
enzima capaz de unir fragmentos de DNA que tenham porg¢des complementares, tornando 0s
fragmentos uma molécula de DNA continua (ARBER, 1965; LEHNMAN, 1974).

Com os avangos na area da biologia molecular, métodos capazes de criar moléculas
de DNA recombinante foram sendo desenvolvidos (JACKSON; SYMONS; BERG, 1972,
COHEN et al., 1973). Esses avangos levaram a uma revolucdo na area da biotecnologia e da
biologia molecular e serviram como base para a terapia génica (FRIEDMANN, 1992).

Terapia génica é a capacidade de modificar, suplementar ou corrigir um material
genético atraves da insercdo de genes exogenos a um alvo especifico com finalidade
terapéutica (NARDI; TEIXEIRA; SILVA, 2002; STRAUSS B.; STRAUSS E, 2015;
GONGALVES, PAIVA, 2017). A terapia génica mostra-se importante para o tratamento de
doencas genéticas e de seus fendtipos observados. Entretanto, ainda ha a necessidade de
estudos e de legislacBes para a sua aplicacdo, uma vez que efeitos adversos ou até mesmo a
eficiéncia da aplicacdo das técnicas devem ser levados em consideracdo (LINDEN, 2010;
GONCALVES; PAIVA, 2017). O foco desta revisdo é descrever algumas técnicas que
partem da premissa de alterar e/ou editar 0 genoma humano, e enfatizar o tratamento de

doencas genéticas.
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2. OBJETIVO GERAL

Descrever os métodos moleculares capazes de corrigir e editar o material genético

humano para tratamento de doencas genéticas.

2.1. Objetivos Especificos

e Descrever as metodologias tradicionais e atuais para o tratamento de doencas
genéticas;

e Descrever os vetores utilizados para a terapia genica;

e Descrever os métodos de edi¢do do genoma humano;

e Evidenciar usos da terapia génica, relatando sobre resultados obtidos;

¢ Relatar sobre as perspectivas futuras para tratamentos de enfermidades.

12



3. METODOS

Este trabalho trata-se de uma revisdo bibliografica em bases de dados cientificas,
buscando a tematica: Terapia génica, entrega de genes, edicdo genémica, ensaios clinicos
para terapia genica, transferéncia de genes e ferramentas para edicdo do genoma, através de
termos livres em portugués e em inglés.

As fases da pesquisa foram: levantamento bibliogréfico, leitura e sistematizacéo da
bibliografia de referéncia levantada, construcdo do referencial tedrico, descricdo e

categorizacdo dos dados e consideracdes finais.

3.1. Critérios de Selecéo

As bases de dados utilizadas foram Pubmed, Lilacs, Google Académico, Periddicos
Capes e Scielo. Ao fim das pesquisas em cada base, as referéncias duplas foram excluidas.
Restringiu-se o periodo de levantamento bibliografico em 25 anos. Anteriormente a este
periodo, somente os trabalhos mais relevantes para o tema da pesquisa foram utilizados.
Restringiu-se o levantamento de dados aos idiomas inglés e portugués, em funcdo da
guantidade de artigos encontrados nessas linguas.

N&o houve critérios de exclusdo significativos, sendo que todos os artigos que

ofereceram informacdes validas e complementares foram utilizados.
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4. REVISAO DA LITERATURA

Com a constante evolucdo das técnicas de biologia molecular do DNA, muitas
doencas “ditas sem cura” podem ter a possibilidade de obtencao de cura através de métodos
que visam a edicdo do genoma humano para fins terapéuticos (MISRA, 2013).

Algumas doengas séo caracterizadas como monogénicas, por apresentarem apenas
um gene associado & manifestacdo da doenga, como a fibrose cistica, a hemofilia, a anemia
falciforme e a distrofia muscular. Outras doencas apresentam-se como poligénicas ou
multifatoriais e, nesses casos, diversos fatores (sejam eles ambientais ou genéticos) estdo
ligados a origem da doenca que irdo culminar no fenotipo apresentado. Sédo exemplos de
doengas multifatoriais o0 mal de Alzheimer, o diabetes mellitus, a hipertenséo arterial e
alguns tipos de cancer. Atualmente o tratamento pela terapia genica é apenas direcionado
para as doengas monogénicas. As doencgas multifatoriais também sdo elegiveis ao tratamento
pela terapia genica, porem em funcéo da sua complexidade e a falta de conhecimento acerca
das funcgdes dos genes e da influéncia dos fatores externos ao material genético humano, este
grupo de doencas ainda ndo estd sendo alvo da terapia genica no presente momento
(MISRA, 2013; STRAUSS B., STRAUSS E., 2015).

4.1. Terapia Génica

Terapia génica é o tratamento baseado na transferéncia de copias do material
genético sadio ao organismo desejado, propondo a correcdo do fendtipo de disturbios
causados por anormalidades genéticas (WOLFF; LEDERBERG, 1994; NARDI, TEIXEIRA
e SILVA, 2002). Mais especificamente, o termo terapia génica une a farmacoterapia com 0s
principios genéticos, implicando no uso de sequéncias de nucleotideos para tratar a doenca
(WOLFF; LEDERBERG, 1994). A capacidade de modificar o material genético humano
tem se destacado no campo da medicina desde a descoberta do DNA, criando possibilidades
para elucidar a associagédo de enfermidades com a hereditariedade (TEBAS et al, 2014).

Um dos maiores contribuintes para esta terapia foi o protocolo clinico realizado em
1990 nos EUA, sob a autorizagdo do Food and Drug Administration (FDA). Destinado ao
tratamento da imunodeficiéncia primaria, o protocolo foi relativamente bem-sucedido, sem
apresentar efeitos colaterais e tendo um dos pacientes praticamente curado da anomalia
(BLAESE et al., 1995). Em 1999, a terapia génica teve um grande revés com a morte de um

paciente, apds 4 dias do inicio do tratamento para deficiéncia de ornitina transcarboxilase.
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Neste incidente, houve a faléncia mdultipla de 6rgdos que pode ter sido provocada por uma
resposta imune severa ao vetor utilizado na terapia (MISRA, 2013).

Antes da descoberta da tecnologia do DNA recombinante, que ocorreria em meados
dos anos 70-80 (JACKSON; SYMONS; BERG, 1972; FRIEDMANN; STANFIELD. 2001),
ocorreu a primeira tentativa de utilizar material genético para tratar doencas. Utilizando o
virus papiloma de Shope como vetor e baseando-se em alguns estudos que relatavam sobre a
diminuicdo dos niveis de arginina sérica em animais, trés pacientes que sofriam de
hiperargininemia foram tratados visando a diminuicdo dos niveis de arginina sérica.
Entretanto, ao final dos testes, ndo houve alteracdo dos niveis de arginina sérica,
caracterizando falha no tratamento (TERHEGGEN et al.,, 1975; FRIEDMANN;
STANFIELD, 2001).

Posteriormente, a tecnologia de DNA recombinante foi utilizada para ajudar a
compreender como a alteracdo do material genético em um organismo pode criar novas
caracteristicas ou melhorar as ja existentes. Esta tecnologia baseia-se na inser¢do de
fragmentos de DNA de fontes variaveis a uma regido alvo de um organismo vivo. A
manipulacdo no genoma do organismo € realizada através da introducdo de genes e
elementos reguladores ou pela diminui¢do ou blogqueio da expressdo de genes enddgenos
através da recombinacdo de genes. Através das enzimas de restricdo ocorre a clivagem
enzimatica para obter diferentes fragmentos de DNA nas regides alvo especificas chamdas
de sitios de restricdo. Apds este corte serdo produzidas extremidades que geralmente sdo
coesivas na sequéncia do DNA para facilitar a inser¢do do gene alvo. Na sequéncia, a DNA
ligase unira os fragmentos de DNA ao gene desejado formando assim o vetor recombinante
(KHAN et al., 2016) conforme mostrado na figura 1. Logo, estes vetores devem ser
introduzidos a um organismo hospedeiro que podem ser bactérias, fungos e células animais
com a finalidade de obter o produto dos genes recombinantes. Com o advento desta
tecnologia varios genes puderam ser identificados, cortados, e inseridos ao genoma de outro
organismo. Um dos primeiros farmacos a serem produzidos com a utilizagdo desta
tecnologia foi a insulina humana (PHAM, 2018).

A introducdo de material exdgeno a células eucariotas através de sua membrana
plasmatica é extremamente rara, sendo um mecanismo de defesa do préprio organismo que
dificulta a eficiéncia da técnica (VELLAI; VIDA, 1999). Logo, € necessario um veiculo
capaz de executar essa entrega do material genético exdgeno as células alvo com eficiéncia
(KHAN et al., 2016; FECCHIO; MACEDO; RICCI, 2018).
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Figura 1: Passos da tecnologia do DNA recombinante
Fonte: PHAM, 2018

Amplificacao

Existem vérias doengas genéticas que podem ser elegiveis ao tratamento com a
terapia genica. Na tabela 1 sdo mostrados alguns protocolos da terapia génica, aprovados e
publicados, associando a patologia com a técnica de entrega do gene empregado (MISRA,
2013).
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Tabela 1: Protocolos clinicos da terapia génica

Doenca Objetivo Células alvo Modo de Paises com o
liberacéo protocolo
Deficiéncia de Substituicdo da  Sangue Retrovirus Italia,
adenosina deficiéncia de Holanda,
desaminase adenosina desaminase Estados
Unidos
Deficiéncia de a 1- Substituigdo de o 1- Epitélio Lipossoma Estados
antitripsina antitripsina respiratorio Unidos
AIDS Inativacdo do antigeno  Sangue e  Retrovirus Estados
de ativagdo de HIV medula Unidos
Céncer Aprimoramento da  Sangue, Retrovirus, Austria,
fungéo imune medula e lipossoma, China, Franga,
tumor eletroporacgdo e Alemanha,
transferéncia Italia,
mediada por Holanda,
células Estados
Unidos
Cancer Remogéo tumoral Tumor Retrovirus, Estados
transferéncia Unidos
mediada por
células
Cancer Quimioprotegéo Sangue e Retrovirus Estados
medula Unidos
Céncer Marcacdo de células  Sangue, Retrovirus Canada,
troco medula e Franca,
tumor Suécia, e
Estados
Unidos
Fibrose cistica Substituicdo enzimética Epitélio Adenovirus e Inglaterra e
respiratério lipossoma Estado Unidos
Hipercolesterolemi Substituicdo de Figado Retrovirus Estado Unidos
a familiar receptores
lipoproteicos de baixa
densidade
Anemia de Liberacdo de gene de Sangue e Retrovirus Estado Unidos
Fanconi complemento C medula
Doencga de Substituicéo da  Sangue e Retrovirus Estado Unidos
Gaucher glucocerebrosidade medula
Hemofilia B Substituicdo do fator Fibroblastos Retrovirus China
IX da pele
Artrite Liberacdo de citocina Membrana Retrovirus Estado Unidos
reumatoide sinovial

Fonte: MISRA, 2013

4.1.1. Vetores para a Terapia Génica

Para que a terapia génica funcione, juntamente com a molécula de DNA
recombinante, faz-se necesséria a utilizagdo de um veiculo capaz de carrear o material
extracromossomal até a regido alvo com eficiéncia e entregar o material de maneira eficaz a
fim de garantir a execucao do tratamento (TEBAS et al, 2014; NARDI; TEIXEIRA; SILVA.
2002).
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Para atingir esse objetivo, a terapia genética requer tecnologias eficientes e capazes
de transferir genes para uma ampla variedade de células, tecidos e 6rgdos. Uma das grandes
barreiras enfrentadas para o sucesso da aplicacdo destes tratamentos é o desenvolvimento de
vetores seguros e eficazes para transportar material genético para uma célula (VERMA,
WEITZMAN, 2005).

Vetor é 0 nome dado para o veiculo utilizado para a entrega do gene. O vetor deve
ser capaz de fornecer os genes do tamanho necessario para aplicacdo clinica e ndo ser
imunogénico. Existem varios tipos de vetores usados em diferentes métodos, com a
finalidade de entregarem o gene as células alvo com maior eficiéncia (MISRA, 2013;
KHAN et al., 2016; FECCHIO; MACEDO; RICCI, 2018).

Como a terapia génica visa a insercao de genes exdgenos ao genoma humano, estes
vetores enfrentardo os mecanismos de defesa do organismo, e terdo que escapar dos
mecanismos imunoldgicos de destrui¢do, facilitando assim a entrada do material genético
pela bicamada lipidica celular. Atualmente, sdo de grande importancia vetores plasmidiais e
virais (LINDEN, 2010; GONCALVES; PAIVA, 2017).

Um vetor ideal para a insercdo de genes exdgenos é aquele que apresenta algumas
destas caracteristicas: 1) apresenta producdo reproduzivel e facil; 2) ndo é dispendioso; 3)
capaz de atingir o tipo celular que esteja mais ligado a determinada doenca; 4) ndo ocasionar
nenhum efeito patoldgico através da transferéncia do vetor (VERMA; WEITZMAN, 2005).

4.1.1.1. Plasmidiais

Bactérias sdo organismos simples, procariéticos, que possuem um ou mais
cromossomos principais e podem apresentar plasmideos. Os plasmideos sdo moléculas de
DNA circulares ou lineares, presentes em muitas classes de bactérias. Os plasmideos se
replicam juntamente com a bactéria seja a divisdo por fissdo binaria ou de forma
independente dentro da bactéria. Os plasmideos apresentam grande importancia para
bactéria podendo lhes garantir vantagens acerca do crescimento, possibilitar a obtencdo de
resisténcia a antibidticos, favorecer a sobrevivéncia em condi¢cGes ambientais diversas e a
propagacdo do DNA plasmidial a diversas estirpes e outras bactérias, através dos processos
de transducdo e de conjugacdo (ARAUJO; ALVES; BECHTLUFFT, 2009)

Os vetores plasmidiais constituem uma das formas capazes de entregar o gene de
interesse terapéutico. E uma molécula de DNA circular, que contém as sequéncias
regulatdrias promotores e intensificadores (VOSS. 2007; GILL; PRINGLE; HYDE, 2009).
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Ainda existe a necessidade de vencer a barreira fisica exercida pela membrana das
células, o que acarreta na diminuigdo da eficiéncia da entrega do gene terapéutico a regido
alvo de insercdo do material genético (GILL; PRINGLE; HYDE, 2009; LINDEN, 2010).

O desenvolvimento de métodos que fossem capazes de otimizar a entrega do material
genético era necessario para implementar a terapia génica por meio de vetores plasmidiais.
Era necessério fragilizar a membrana celular para que aumentasse a eficiéncia da entrega do
gene (LINDEN, 2010; MISRA 2013).

41.1.1.1. Microinjecao

Uma metodologia para introducdo do DNA plasmidial de forma direta, ou seja,
inserir diretamente o material genético no nicleo da célula, aumentando assim a sua
eficiéncia na entrega do gene terapéutico € a microinjecdo (MISRA, 2013). Os ensaios pré-
clinicos utilizando o DNA plasmidial obtiveram sucesso ao transferir 0 gene diretamente
para células musculares de camundongos usando essa técnica (WOLFF et al., 1990).

Esta metodologia ndo é muito usada, em funcdo de apresentar algumas desvantagens:
1) o numero de células que conseguem ser alteradas é estritamente limitado e 2) a aplicagdo
limita-se aos tecidos com baixa concentracdo de endonucleases, como o0s tecidos
musculares. Pela introducdo direta a células, o risco de lise celular ¢ demasiadamente
aumentado no momento da microinjecdo. (DANI; 2000; NARDI, TEIXEIRA; SILVA,
2002).
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Figura 2: Esquema do processo de trasnfeccdo do transgene por microinjecdo
Fonte: Adapatado de Tansfection methods overview - BioRad

41.1.1.2. Eletroporacgao
A eletroporacdo utiliza pulsos elétricos para permeabilizar transitoriamente a

membrana celular. A exposicdo de celulas vivas a pulsos elétricos induz alteraces

19



dependentes da diferenca de potencial transmembrana. Quando o valor da diferenca de

potencial transmembrana é maior que 0,2 a 0,4 V, havera a formacdo de estruturas de

permeacdo transitéria na membrana celular. A eletropermeabilizacdo €, portanto, um

fendmeno imposto pela necessidade de ultrapassar um valor limiar da diferenca de potencial

transmembrana (MIR et al., 2005).

Nesta metodologia de insercdo de material genético na célula alvo, ha a inducdo de

pulsos elétricos em células que estdo presentes em uma solucdo que contém DNA

plasmidial. Atraves dessa inducdo elétrica apos ultrapassar o potencial transmembrana

haveré fragilizacdo da membrana e formacao de eletroporos que irdo facilitar a passagem do

material genético para as células. Com a retirada do campo elétrico havera fechamento dos
eletroporos formados, conforme exemplificado na figura 3 (NARDI; TEIXEIRA; SILVA,

2002; LINDEN, 2010).

Antes de aplicar o campo

Campo aplicado:
Movimento dos Ions

Formagdo de poros:
Cargas distribuidas

Campo removido:
Membrana recuperada

Gene

Membrana

celular

Figura 3: Esquema do processo mediado por eletroporacédo

Fonte: Adaptado de Transfection methods overview — BioRad
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Como desvantagem da técnica de eletroporacdo ha efeitos vasculares que surgem néao
apenas na regido de aplicacdo dos eletrodos, mas aparecendo distalmente a area de
aplicacdo. Os efeitos envolvem a vasoconstricdo reflexa das arteriolas eferentes e a
permeabilizacdo permanente das células afetadas. Entretanto, ndo afetam a transferéncia
génica e os efeitos adversos vasculares observados da eletroporacdo sdo minimos (GEHL;
SKOVSGAARD; MIR, 2002; MIR et al., 2005).

As vacinas de DNA sdo um exemplo de uso das metodologias de microinjecéo e da
eletroporagdo que usufruem da tecnologia de DNA recombinante juntamente com vetores
plasmidiais para exercerem uma resposta imune especifica a proteina antigénica introduzida
no organismo (MENK; VENTURA, 2007). As vacinas de DNA sdo compostas de um gene
que codifica um antigeno, cuja expressdo é regulada por um promotor forte expresso em
uma estrutura do plasmideo bacteriano (KLINMAN et al., 2010). Ao ser injetado em um
tecido, a parte eucaridtica desse plasmideo expressa a proteina antigénica e ira gerar reposta
imune que tem como objetivo a protecdo contra futuras infeccbes (MENK; VENTURA,
2007).

41.1.1.3. Biobalistica

Também chamada de bombardeamento de particulas, este método de insercdo de
DNA baseia-se na entrega direta do material genético de interesse as células utilizando
particulas de ouro ou tungsténio (BALTES; GIL-HUMANES; VOYTAS, 2017). As
particulas utilizadas nessa metodologia sdo revestidas com o material genético de interesse
que se deseja inserir dentro da célula alvo. Logo, as particulas sdo disparadas contra o tecido
do organismo com o auxilio de um equipamento chamado de arma de gene (gene gun).
Entdo, as particulas sdo lancadas a uma alta velocidade podendo ficar alojadas dentro de
células. A partir desse ponto, o DNA de interesse terapéutico podera ser transitoriamente
expresso ou se integrar ao genoma do organismo hospedeiro, contornando a dificuldade
enfrentada pelos vetores plasmidiais para adentrar a membrana celular (NARDI;
TEIXEIRA; SILVA, 2002; BALTES; GIL-HUMANES; VOYTAS, 2017).

Este método de insercdo de material genético as celulas alvo apresenta algumas
desvantagens como o baixo rendimento, a incapacidade de controlar o alvo celular a ser
bombardeado pelas particulas e a alta lise celular gerada (BALTES; GIL-HUMANES;
VOYTAS, 2017).
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Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4 Passo 5 Passo 6

Preciptagao do DNA dentro Carregar DNA/ouro na Rodar a tubulagio para Organizar a tubulagdo em  Carregar os cartuchos na Entregar DNA em células-
de particulas de ouro tubulagdo revestir o DNA/ouro sobre a cartuchos pistola alvo
superficie interna

Figura 4: Esquema do processo de transformacgao mediado por biobalistica
Fonte: Transfection methods overview - BioRad

4.1.1.2. Vetores Virais

Os virus se apresentam como vetores eficazes para internalizacdo celular e escapar
dos mecanismos de defesa do organismo, conseguindo assim inserir seu material genético na
célula alvo. Logo, alguns virus foram modificados com a finalidade de serem usados como
vetores para transporte de DNA. Bacteriofagos, retrovirus, adenovirus, e virus adeno-
associados (AAV) sdo exemplos de alguns dos virus utilizados na atualidade (DANI, 2000).

A idéia central da utilizacdo dos virus como vetores € por causa da capacidade inata
em entregar o material genético viral a célula infectada (VERMA; WEITZMAN, 2005). Os
sistemas virais utilizados apresentam virus que sao deficientes em replicacdo, mas que ainda
sdo capazes de transferir seu material genético, ndo conseguindo continuar seu ciclo
infeccioso no organismo hospedeiro, evitando assim os efeitos deletérios (ROMANO et al,
2000).

O principio da producéo de vetores virais para terapia génica consiste em remover 0s
genes responsaveis pela patogenicidade e proliferacdo viral, permanecendo apenas o
necessario para a invasdo, seguida da insercdao de um gene terapéutico, deixando assim o uso
destes vetores mais seguros para aplicagdo em humanos (DANI, 2000; NARDI; TEIXEIRA,
SILVA, 2002; VERMA; WEITZMAN, 2005).

De acordo com a figura 5, é crucial a identificacdo das sequencias do genoma viral
que correspondem a replicacdo, a construgdo de particulas virais, a0 empacotamento do
material genético viral e a patogenicidade. Em seguida, a construgdo da estrutura de
encapsulamento deve conter apenas 0s genes que codificam as proteinas estruturais,
eliminando assim o0s genes desnecessarios que ndo estdo envolvidos nestas funces ou que
estejam envolvidos em patogenicidade. A construcdo do vetor contém as sequéncias
essenciais reguladoras como a origem de replicacéo, o sinal de empacotamento e o transgene
de interesse (VERMA; WEITZMAN, 2005). Como o “DNA nu” ndo consegue atravessar a

membrana das células e estimula o organismo a gerar uma resposta imune (GILL;
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PRINGLE; HYDE, 2009), é necessario reconstruir o virus para facilitar a entrada na célula e
evadir os mecanismos de defesa do sistema imunolédgico. Entdo, as sequencias que
correspondem a construcdo do vetor e a do empacotamento serdo inseridas em células
produtoras, seja por transfeccdo, pela infeccdo por virus auxiliares, ou atraves da
fragilizacdo da membrana por eletroporacdo. A partir disto as proteinas necessarias para a
replicacdo viral e sua montagem serdo expressas vindas da sequéncia da estrutura de
empacotamento. A formacéo do vetor viral recombinante se daré atraves do encapsulamento
do genoma do vetor em particulas virais, sendo necessario uma posterior purificacdo a fim
de obter apenas o vetor viral recombinante purificado (VERMA; WEITZMAN, 2005;
LINDEN, 2010).

Genoma viral Célula produtora
SN S P Y] (U PR SR GRN— F— <
e e s e s e w—" — ‘ h’ ) A
Replicacio Estruturado Patogenicidade K ? )
virion N\ ' YN
(SSS vV
Estrutura de encapsulamento | — |
ST — —— '\\L’ |
[ERSE———— 2§ ]
[
| —— |
Contrucao do vetor ‘

\ Origem de replicaciao LS [N c
Sinal de encapsulament e

Vetor viral recombinante

Figura 5: Principio da geracéo de um vetor viral
Fonte: Adaptado de VERMA; WEITZMAN, 2005

Existe um amplo espectro de virus que podem ser utilizados como vetores para a
terapia génica, nos quais ha diferencas e semelhancas entre os mais usados. Exemplificando,
0s tipos de genomas virais podem ser de fita simples (do inglés, single strand, ss) ou fita
dupla (do inglés, double strand, ds), podendo ser tanto de RNA quanto de DNA (VERMA,;
WEITZMAN, 2005; LUNDSTROM, 2018). A tabela 2 mostra a compila¢do dos exemplos
de vetores virais aplicados a terapia génica associando 0s virus com suas respectivas

carateristicas.
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Tabela 2: exemplos de vetores virais aplicados para terapia génica.

Virus Genoma Capacidade de Caracteristicas

insercéo

adenovirus dsDNA < 7,5kb Expressdo transitoria, forte imunogenicidade,
ampla gama de hospedeiros

AAV sSDNA <4kb Resposta imune, inicio de expressdo lenta,
integracdo cromossdmica, gama de hospedeiros
relativamente alta.

Virus Herpes dsDNA > 30 kb Ampla gama de hospedeiros, infec¢do latente,

simplex expressdo a longo prazo, baixa toxicidade,
grande capacidade de insercao.

Retrovirus SSRNA 8 kb Transduz apenas células em divisdo, expressao
de longo prazo, integracéo aleatoria.

Lentivirus sSRNA 8 kb Ampla gama de  hospedeiros, baixa
citotoxicidade, integracdo, expressdo de longo
prazo

Alphavirus ssDNA 8 kb Ampla gama de hospedeiros, expressao
transitoria extrema, baixa imunogenicidade.

Flavivirus ssDNA 6 kb Gama de hospedeiros relativamente ampla,
expressao transitoria, sistema de
encapsulamento

Rabdivirus SSDNA 6 kb Gama de hospedeiros relativamente ampla,
baixa imunogenicidade, alta  expressdo
transitéria

Virus do  ssDNA 6 kb Expressdo transitdria, cepas oncoliticas

sarampo

Virus da  ssDNA 6 kb Replicacdo em células tumorais, virus melhorou

doenga de vetores oncoliticos

Newcastle

Poxviruses dsDNA > 30 kb Ampla gama de hospedeiros, grande capacidade
de insercdo, vetores competentes para
replicacéo

Picornavirus ssDNA 6 kb Cepas oncoliticas

Fonte: Modificado de LUNDSTROM, 2018
4.1.1.2.1. Retrovirus

Os retrovirus sdo virus que apresentam seu material genético constituido por RNA,

com seu genoma composto por sSRNA com cerca de 7 a 11 kb. Seu envelope é composto de

lipidios e apos se internalizarem nas células conseguem criar fitas duplas de DNA a partir de

uma retrotranscricdo utilizando uma enzima chamada de transcriptase reversa (KAY;
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GLORIOSO; NALDINI, 2001). Possuindo trés genes cruciais no seu RNA, 0s genes gag,
pol e env impactam diretamente no ciclo de vida viral e o conhecimento de suas fungdes é de
grande importancia para a construcdo de um vetor retroviral. Sendo assim, o gene pol é o
responsavel por conter as sequéncias necessarias para codificar as enzimas virais protease,
transcriptase reversa e integrase. O gene gag codifica as proteinas do nucleo capsideo, que
sdo geradas por clivagem proteolitica da proteina precursora gag. O gene env codifica as
glicoproteinas do envelope viral, que irdo atuar na entrada do virus. Os oncoretrovirus se
apresentam como virus mais simples por apresentarem apenas 0s genes estruturais gag, pol e
env, enquanto que os lentivirus tém uma forma mais complexa (VERMA; WEITZMAN,
2005).

A utilizacdo dos retrovirus como vetores para terapia génica foi marcada na historia
com um sucesso no tratamento da imunodeficiéncia severa combinada ligada ao
cromossomo X (SCID-X1). O ensaio utilizou vetores lentivirais para implantacéo de células
autdlogas da medula 6ssea nos pacientes, levando a uma boa reconstituicdo do sistema
imunolégico na maioria dos pacientes tratados (GASPAR; THRASHER, 2005;
LUNDSTROM, 2018). Esta doenca € originada por uma mutacdo no gene IL2RG. Os
portadores da SCID apresentam desenvolvimento deficiente de células natural Killers e
linfocitos T, além de se observar que os linfécitos B ndo sdo funcionais (NIENHUIS, 2013;
MUKHERJEE; THRASHER, 2013).

Um dos grandes problemas para utilizacdo dos retrovirus como vetores € a ndo
especificidade de integracdo no genoma do hospedeiro, no qual a enzima integrase faz a
inser¢do do trangene em qualquer posicdo do genoma, possibilitando assim a mutagénese
por insercdo ou pelo descontrole da divisdo celular (KAY; GLORIOSO; NALDINI, 2001;
VERMA; WEITZMAN, 2005; COURA, 2012; MISRA, 2013).0s lentivirus, como o virus
da imunodeficiéncia humana do tipo 1(HIV-1), mostram-se mais seguros na ativacao de
proto-oncogenes quando comparados com outros retrovirus (VERMA; WEITZMAN, 2005;
COURA, 2012). Estudos mostraram que os vetores lentivirais ttm uma menor tendéncia a se
integrarem ao genoma do hospedeiro em locais que potencialmente podem causar cancer
(COURA, 2012).

O HIV se destaca quando se refere a construcdo de vetores retrovirais. Os vetores
baseados em HIV-1 foram desenvolvidos com a finalidade de se atingir células que néo
fazem diviséo celular, sendo eficientes tanto na metodologia in vivo quanto na ex vivo.

Entretanto, apresentam potencial de gerar patogenicidade residual o que induz a buscar
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novos tipos de vetores a fim de evitar efeitos deletérios da terapia utilizando-se o HIV-1
como vetor (KAY; GLORIOSO; NALDINI, 2001; VERMA; WEITZMAN, 2005;
NIENHUIS, 2013). Existem preocupacgdes quanto a biosseguranca para a administracdo
desses virus como vetores. O vetor lentiviral do HIV-1 foi depletado de todas as proteinas
acessorias e as suas sequéncias virais foram minimizadas visando ter uma replicacdo viral
fortemente debilitada. (VERMA; WEITZMAN, 2005)

41.1.2.2. Adenovirus

Os adenovirus sao virus de DNA com seu genoma composto por uma Unica e linear
ds-DNA, possuem forma icosaédrica e sua replicacdo acontece exclusivamente dentro de
células infectadas sem integrar o genoma viral ao genoma do hospedeiro, apenas ficando
com o DNA viral livre no nucleo da célula. As proteinas virais serdo produzidas
normalmente e em sequéncia ocorrera a lise celular quando os virions maduros sdo
liberados. A familia dos adenovirus possui mais de 50 sorotipos diferentes, que conseguem
infectar varios tecidos celulares (VORBURGER, 2002; VERMA; WEITZMAN, 2005;
COURA, 2012; CHIRA et al., 2015).

Os genes adenovirais dividem-se em grupos: 1) os genes de fase precoce, sendo 0s
genes E1A, E1B, E2, E3 e E4 e 2) genes de fase tardia, sendo IX e Va2 (VERMA,;
WEITZMAN, 2005). Durante seu processo de replicacéo, os genes da regido precoce 1 (E1)
sdo transcritos e sdo usados como reguladores transcricionais para o processo de replicacao
do genoma. Os genes E1 (E1A e E1B), em combinacdo com o0s genes E2 e E4, sdo
utilizados para a replicacdo de todo material genético viral. O gene E3 é um gene sem
funcdo essencial para o virus (KAY; GLORIOSO; NALDINI, 2001; VORBURGER, 2002;
VERMA; WEITZMAN, 2005).

Como a replicacdo dos adenovirus depende da regido E1A do genoma viral, entdo
todos os vetores feitos com adenovirus recombinantes possuem esta regido do seu genoma
depletada com a finalidade de criar virus que ndo se replicam (VERMA; WEITZMAN,
2005; COURA, 2012).

Os adenovirus sdo propensos a serem atacados pelo sistema imunoldgico, gerando
uma forte resposta imunologica. Os altos niveis de virus necessarios para o tratamento
geralmente provocam uma resposta inflamatoria indesejavel. Mesmo com desvantagens, este

sistema de vetores vem sendo usado como tratamento de cancer de figado e ovérios. O
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primeiro produto da terapia génica a ser licenciado para tratar cancer de cabeca e pescogo é
0 Gendicine, produto adenoviral baseado em p53 (VORBURGER, 2002; VERMA,
WEITZMAN, 2005; NIENHUIS, 2013; LUNDSTROM, 2018).

41.1.2.3. Virus Adenoassociados

Os virus adenoassociados (AAV) sdo virus pertencentes a familia Parvoviridae e eles
podem ser caracterizados por seu genoma linear ssSDNA, encapsulados em um capsideo viral
icosaédrico, ndo sendo patogénicos (VERMA; WEITZMAN, 2005; COURA, 2012). O
genoma viral possui apenas dois genes que influenciam na criacdo de vetores, 0s genes Rep
e Cap (CHIRA et al., 2015).

A infeccdo por AAV necessita de algumas funcbes auxiliares que podem ser
ajustadas por uma co-infec¢do com virus auxiliares, como adenovirus e herpes virus. AAV
também podem se replicar em células que foram colocadas sob estresse, como irradia¢éo ou
tratamento com agentes genotoxicos. Na auséncia de um meio permissivo que ampare 0
virus para a sua replicacdo, o DNA viral pode se integrar ao genoma do organismo
hospedeiro e estabelece assim uma infeccdo latente (VERMA; WEITZMAN, 2005; CHIRA
etal., 2015).

A principal desvantagem do AAV é ser um virus muito pequeno, tendo apenas dois
genes (VERMA; WEITZMAN, 2005, COURA, 2012, CHIRA et al., 2015). Os vetores
baseados em AAV tem a finalidade de ter uma integracdo ao genoma do organismo
hospedeiro. Comparando com outros vetores virais, 0s vetores de AAV possuem algumas
vantagens que incluem a auséncia ou baixa resposta imunolégica e a capacidade de infectar
varios tipos de células (KAY; GLORIOSO; NALDINI, 2001; VERMA; WEITZMAN,
2005; COURA, 2012; CHIRA et al., 2015).

Existem relatos de eficacia pré-clinica em alguns modelos animais para as doencas
geneéticas e para as adquiridas. Alguns ensaios clinicos usando AAV para o tratamento da
fibrose cistica, hemofilia e distrofia muscular demonstraram alguma evidéncia de
transferéncia génica e expressdo do fator IX de coagulacdo humana em pacientes com
hemofilia B (KAY et al., 2000; LUNDSTROM, 2018).

41.1.2.4. Virus da Herpes Humana
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O virus da herpes humana (HHV) pertence a familia Herpesviridae. Sdo virus que
possuem genoma com dsDNA, com seu nucleo contendo um capsideo icosaédrico envolto
por proteinas ndo estruturais de matriz, que sdo chamadas de tegumento. Seu envelope é
composto por uma bicamada lipidica com glicoproteinas ramificadas (KUKHANOVA,;
KOROVINA; KOCHETKOV, 2014). Estes virus sdo considerados onipresentes
neurotropicos e neuroinvasivos, que persistem no corpo tornando-se latentes ou desativados,
escapando assim da resposta imunolégica do organismo hospedeiro. Apresentam varios
genes em seu genoma e muitos destes genes ndo sao essenciais, 0 que 0s tornam excelentes
candidatos a vetores para a terapia génica (VERMA; WEITZMAN, 2005; COURA, 2012;
KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014).

O virus da herpes simples tipo 1 (HSV-1) € o virus que mais incita desenvolvimento
como vetor para terapia génica, sendo o virus mais extensamente modificado para seu uso.
O HSV possui um grande genoma com cerca de 84 genes, sendo que metade destes genes
néo essenciais para replicacao viral podendo assim ser descartados (VERMA; WEITZMAN,
2005; KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014). Logo, o HSV apresenta
grande capacidade de insercdo podendo inserir grandes genes simples ou maultiplos
transgenes.

Existem quatro proteinas do envelope viral que comandam a interacdo do virus e a
sua entrada na célula. As proteinas gB e gC ligam-se ao sulfato de heparano na superficie
celular, e isto é seguido pela ligacdo de gD aos receptores celulares conhecidos como
mediadores de entrada de herpesvirus HVEM / HveA e HveC / nectina-1. Durante o ciclo de
replicacdo, a sintese proteica da célula hospedeira é interrompida ap6s infeccao pela proteina
vhs tegumentar. A expressao proteica ocorre de uma forma altamente regulada e pode ser
dividida em trés grupos de proteinas expressas sequencialmente: a- ou genes imediatos
precoces, 3 ou genes precoces e y ou genes tardios. Sendo assim, a partir do momento em
que o ha a formacdo dos produtos do gene [3, a replicacdo do DNA viral e a producdo do
gene v sdo iniciadas. No nucleo, as proteinas da capsideo se juntam com 0s genomas do
DNA viral, e as capsideos virais recém-formados brotam através da membrana nuclear
(KAY; GLORIOSO; NALDINI, 2001; VARGHESE; RABKIN, 2002; VERMA;
WEITZMAN, 2005).

Foi observado a transferéncia de DNA utilizando o HSV como vetor, em varios tipos

de células. Estes vetores vém sendo usados em varias estratégias da terapia génica, incluindo
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doencas neuroldgicas, lesdo do nervo espinhal, glioblastoma e até terapia da dor (BURTON;
FINK; GLORIOSO, 2002).

As principais limitaces para a utilizacdo do HSV como vetor para a terapia génica
sdo a forte resposta imunologica desencadeada pela expressao genética viral e a lise celular
causada pelo ciclo de vida do virus (VERMA; WEITZMAN, 2005; COURA, 2012).

4.1.2. Edicdo Gendmica

Atualmente, um grande desafio enfrentado pelos pesquisadores € como revelar o
mecanismo molecular dos genes que influenciam na manifestacdo de doengas, bem como
fazer uma associacdo entre fendtipo observado no organismo a um gene especifico ou
multiplos genes. A falta de informacdo total ou parcial acerca das fun¢Ges dos genes do
genoma humano, bem como a influéncia de fatores externos aos fenétipos observados, criam
uma grande barreira para o desenvolvimento de métodos capazes de alterar o genoma
humano. Uma forma eficaz para contornar este problema € tentar elucidar a funcdo de um
gene, silencia-lo ou superexpressa-lo em organismos vivos (GUPTA; MUSUNURU, 2014,
ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Com o passar dos anos e com o rapido avanco tecnolégico foram descobertos
segundo o site www.omim.org/statistics/geneMap (2019) aproximadamente 4100 genes com

mutacdo que levam a algum fenotipo e cerca de 6400 fendtipos que ja se sabe a base
molecular.

A edicdo do genoma vem suprir a necessidade de alterar o genoma humano com a
finalidade de curar ou melhorar o prognéstico de doencas. A capacidade de introduzir genes
com precisao e com eficiéncia incita pesquisadores a desenvolverem cada vez mais métodos
e protocolos clinicos com base neste tema (GUPTA; MUSUNURU, 2014). Segundo Zhang,
Wen, Guo (2014) “a edigao precisa do genoma tem o potencial de curar doengas através da
destruicdo de genes endogenos causadores de doencas, corrigindo mutacfes causadoras de
doengas ou inserindo novos genes protetores”.

As técnicas de edigdo genémica iniciam uma quebra da fita dupla de DNA (do inglés
Double strand breaks, DSBs) em sitios especificos, sendo esta uma etapa crucial para o
sucesso das técnicas (COX; PLATT; ZHANG, 2015). Através da lesdo provocada a fita de

DNA, o sistema de reparo é ativado e pode ocorrer através de dois mecanismos, sendo eles:
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0 reparo direto homologo (do inglés Homologus direct repair, HDR) e a unido das
extremidades ndo homologas (do inglés non-homologous end-joining, NHEJ) (GUPTA;
MUSUNURU, 2014; SANDER; JOUNG, 2014; COX; PLATT; ZHANG, 2015).

O método de reparo por HDR necessita de uma fita guia de DNA homdlogo a regido
da lesdo, para servir como molde e assim efetuar o reparo da DSB realizada. Entdo, a HDR
pode ser usada para restaurar as funcbes de genes que sofreram mutacdo, obtendo assim a
sua expressdo normal (COX; PLATT; ZHANG, 2015).

O método por NHEJ ira reparar as lesbes causadas pelas DSBs pela juncdo das
extremidades quebradas do DNA alvo, ndo necessitando de uma fita molde como na HDR.
Desta forma, erros sd&o muito propensos a ocorrer visto que, mutagdes por insercao ou
delecdes (indels), sdo observadas no local da quebra da fita de DNA (LIEBER et al., 2003,
COX; PLATT; ZHANG, 2015).

Conforme demonstrado na figura 6, (A) o reparo por NHEJ pode condicionar a
insercdo ou delecéo (indels) de uma sequéncia de genes, o que pode favorecer a formacao de
codons de parada, promovendo o nocaute de tais genes. Isso leva a producdo de proteinas
truncadas e a formacdo de elementos nonsense. (B) A inducdo de duas DSBs pode levar a
delecdo da regido génica que sofreu algum tipo de mutacdo por NHEJ, de modo a reparar
proteinas mutadas. (C) Transgenes podem ser inseridos por NHEJ uma vez que tenham
pontos de reconhecimento para as regides onde ocorreram as DSBs. (D) A HDR também
pode levar a adicdo de genes em locais alvo especificos. E necessaria uma fita molde de
DNA que tenha o gene de interesse de expressao para ocorrer essa insercdo, levando a
producdo de novas proteinas a partir do RNA mensageiro produzido por essa regido génica.
(E) A HDR possibilita a correcdo de sequéncias mutadas (SANDER; JOUNG, 2014; COX;
PLATT; ZHANG, 2015).
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Figura 6: Mecanismos de reparo celular mediado por HDR e NHEJ
Fonte: Modificado de COX; PLATT; ZHANG, 2015

A edicdo do genoma mostra-se como uma alternativa promissora para alterar
sequéncias genéticas mutadas e tratar disturbios e doencas geneticas (COX; PLATT,;
ZHANG, 2015). Os principais métodos para a edicdo do genoma serdo brevemente falados,
sendo eles as nucleases dedos de zinco (do inglés, zinc fingers nucleases, ZFN), transcri¢éo
de nucleases efetoras ativadoras transcricionais (do inglés, transcription activator-like
effector nucleases, TALENS) e a técnica de repeticbes palindrémicas curtas agrupadas e
regularmente interespagadas (do inglés, clustered regularly interspaced short palindromic

repeats, CRISPR). Todas estas tecnologias para edicdo de genoma fazem uso das
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descobertas da tecnologia do DNA recombinante. Assim, todas as trés tecnologias utilizam
enzimas de restricdo sitios especificos para gerarem uma DSB especifica. Estes métodos
dependem do funcionamento normal do organismo para serem bem-sucedidos, pois
dependem dos mecanismos de HDR e NHEJ. Os mecanismos de reparo celular sdo
estimulados pelas tecnologias de edicdo do genoma citados acima atraves da geracdao de
DSBs especificas (LIEBER et al, 2003; GUPTA; MUSUNURU, 2014; SANDER; JOUNG,
2014; COX; PLATT; ZHANG, 2015). Através do conhecimento da funcdo dos genes e sua
associacdo com a doenca, estratégias terapéuticas baseando-se nestas metodologias foram
sendo desenvolvidas (Tabela 3; COX; PLATT; ZHANG, 2015).

Tabela 3: Exemplos de aplica¢fes da edicdo do genoma para modelos de terapias

Tipo de doenca Nuclease Estratégia terapéutica
Hemofilia B ZFN Insercdo da sequéncia correta do gene mediada por HDR
HIV ZFN Inativacdo mediada por NHEJ de CCR5

CRISPR
Distrofia muscular de CRISPR Remocéo do codon de parada mediada por NHEJ e correcéo
Duchenne TALEN do gene mediado por HDR
Virus da hepatite B CRISPR Deplecao do DNA viral mediada por NHEJ

TALEN
SCID ZFN Insercdo da sequéncia correta gene mediada por HDR
Catarata CRISPR Correcdo da mutacdo mediada por HDR no zigoto de

camundongo

Fibrose cistica CRISPR Correcéo mediada por HDR em células tronco intestinais
Tirosinemia hereditaria CRISPR Correc¢do da mutagdo mediada por HDR no figado

Fonte: modificado de COX; PLATT; ZHANG, 2015.

4121 ZFN
Os dedos de zinco (do inglés Zinc fingers, ZFs) constituem pequenos dominios
proteicos em que 0 zinco contribui para a estabilidade térmica e conformacional da estrutura
da proteina. Os ZFs estdo presentes em inumeras proteinas que reconhecem sequéncias de
DNA ou de RNA, e que atuam como fatores de transcricdo, replicacao, proliferacdo celular e
apoptose (KRISHNA, 2003; KLUG, 2010).
As nucleases dedo de zinco (do inglés, Zinc finger nucleases, ZFNs) séo sistemas

capazes de editar o genoma, utilizando proteinas quiméricas de fusdo que compreendem
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locais especificos nos dominios de ligacdo de DNA, que sdo direcionados para ZFs,
fundindo com o dominio da endonuclease de restricdo da enzima Fokl (KLUG, 2010;
CARROLL, 2011; GUPTA; MUSUNURU, 2014).

Para gerar uma quebra especifica na fita de DNA, as ZFNs sdo desenhadas em pares
para reconhecerem as sequéncias que cercam o local alvo para gerar uma DSB, sendo estes
pares localizados uma na fita dianteira e a outra na fita reversa. Deve ocorrer dimerizagao
dos dominios Fokl das ZFNs para gerarem a DSB no local especifico. Os mecanismos de
reparo celular serdo ativados, por HDR, ou por NHEJ. Logo, 0s mecanismos de reparo
celular por NHEJ podem gerar erros causando mutagdes e/ou proteinas ndo funcionais. O
mecanismo por reparo HDR necessita de um molde guia para realizar o reparo, este molde
pode ser obtido durante a fase S ou fase G2 da divisdo celular, quando uma cromatide irma
esta disponivel para servir como molde (CARROLL, 2011; GUPTA; MUSUNURU, 2014).

Resultados de reparo de DSB sé&o ilustrados na figura 7 para o caso de clivagem de
ZFN. Um par de ZFNs de trés dedos é exemplificado na parte de cima juntamente com um
gene alvo. Se um DNA molde homdlogo for fornecido, o reparo pode prosseguir por
recombinacdo homdloga usando o modelo de DNA como guia. Caso ndo haja molde
disponivel, o reparo podera ocorrer por NHEJ, simplesmente unindo os fragmentos gerados
pela DSB (CARROLL, 2011).

l Clivagem por ZFN

DNA doador 4
adicionado /
NHE

l HDR

J

4

Substituicio genética direcionada Mutagénese direcionada

Figura 7: Exemplo de clivagem pelas ZFN
Fonte: CARROLL, 2011
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As ZFNs sédo ferramentas promissoras para tratar algumas doengas. Um exemplo
disto sdo os estudos sobre o seu uso para o tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). O virus do HIV necessita de um receptor de quimiocina
CCR5 para adentrar a célula com mais facilidade. Foi demonstrado que pacientes com
mutacdes naturais no gene CCR5 tem uma resisténcia ao virus. A vantagem potencial de
uma abordagem ZFN é um sileciamento genético totalmente penetrante e hereditério, que
persiste durante toda a vida da célula e sua progénie (URNOV et al., 2010; KHALILI et al.,
2015). Alguns estudos sobre o uso da ZFN para o tratamento da SCID-X1foram
desenvolvidos. Foi observado uma correcdo pontual da mutacdo em 18% das células,
confirmando que ocorreu HDR com um plasmideo dador (LAFOUNTAINE; FATHE;
SMYTH, 2015).

A desvantagem acerca dessa técnica envolve a sua complexidade. Pode ocorrer
também toxicidade e quebras de DNA em locais ndo desejados (GUPTA; MUSUNURU,
2014).

4.122. TALEN

As nucleases com efetores ativadores transcricionais (do inglés, transcription
activator-like effector nucleases (TALENS) surgiram depois da criacdo da tecnologia de
ZFN. Surgiu como uma alternativa para editar o genoma humano, e que também faz uso
dos mecanismos de reparo celular HDR e NHEJ para corrigir algum erro em determinada
regido do DNA, ou cessar a expressdo de um gene (SUN; ZHAO, 2013; GUPTA;
MUSUNURU, 2014; HOTTA; YAMANAKA, 2015).

As TALENSs, assim como as ZFN, também fazem uso do dominio da endonuclease
de restricdo da enzima Fokl, porém, diferentemente das ZFNs, o dominio de ligacdo de
DNA (do inglés, domain bind DNA, DBD) das TALENSs sdo compostos de uma série de
repeticBes, que sao similares a classe de proteinas chamadas de efetores do tipo ativador de
transcricdo (do inglés, transcription activator-like effectors, TALE), que foram descobertas
em um grupo de bactérias (BOGDANOVE; VOYTAS, 2011; SUN; ZHAO, 2013; GUPTA,
MUSUNURU, 2014). Cada repeticdo possui dois aminoacidos adjacentes que sdo
denominados de repeticdes de di-residuo variavel (do inglés, variable di-residue, RVD), que
conferem especificidade para um dos quatro pares de bases de DNA. A especificidade de
ligagdo ao DNA de um TALE é determinada pelo seu nimero de repeti¢des e a sequéncia do

RVD na qual o nimero de repeticGes determina o comprimento da sequéncia alvo, e 0
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cédigo RVD corresponde diretamente ao nucleotideo no local de destino (CHEN; GAO,
2013; GUPTA; MUSUNURU, 2014)

A tecnologia das TALENSs efetivam o reconhecimento da sequéncia do DNA alvo
através dos RVD e posteriormente geram uma DSB no local através do dominio da enzima
fokl (MOSCOU; BOGDANOVE, 2009; BOGDANOVE; VOYTAS, 2011; CHEN; GAO,
2013; SUN; ZHAO, 2013; GUPTA; MUSUNURU, 2014).

Como mostrado na figura 8, deve ocorrer dimerizacao dos dominios fokl para gerar a
DSB no local alvo assim como pela técnica de ZFN, porém, os dominios de ligacdo da
técnica de TALEN né&o sdo construidos em pares, e podem ter comprimentos diferentes para
gerarem uma DSB (GUPTA; MUSUNURU, 2014).

Dominio FokI

5' e « ‘dNNNNNNNNNNNNNNNNN— 3
3 et INNNNNNNNNNNNNNNN \?‘#

Figura 8: Mecanismo de geracdo de DBS por TALEN
Fonte: Adaptado de GUPTA; MUSUNURU, 2014

Fazendo uma comparacdo com as ZFNs, as TALENs apresentam uma menor
toxicidade, producdo mais facil e maior flexibilidade devido ao seu dominio de ligacdo ao
DNA (LAFOUNTAINE; FATHE; SMYTH, 2015). A matriz de repeticbes poder ser
facilmente estendido para qualquer comprimento desejado, diferentemente das ZFNs (SUN;
ZHAO, 2013; GUPTA; MUSUNURU, 2014).

4.1.2.3. CRISPR/CAS9

A técnica de repeticbes palindrébmicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas (do inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeats,
CRISPR) associada a Cas9 (do inglés, CRISPR associated, CAS) é um método que trouxe
grandes promessas a atual medicina. Diferentemente da técnica de DNA recombinante
associado com os vetores para a terapia génica, que visam a transferéncia de um gene sadio
a outro organismo como resposta a presenca de genes que levam a manifestacdo de doencas,
esta técnica visa a eliminacdo da regido do genoma que caracteriza a enfermidade ou a

correcdo da regido através de mecanismos de reparo celular. Sendo caracterizada como uma
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técnica muito precisa e promissora (LINDEN, 2010; MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010;
CONG etal., 2013).

A técnica de CRISPR/Cas9 foi proposta a partir da observacdo de um mecanismo de
defesa contra patdgenos em bactérias e archeas (MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010;
SANDER; JOUNG, 2014; LAFOUNTAINE; FATHE; SMYTH, 2015). Logo, este
mecanismo de defesa baseia-se na copia de um segmento de DNA do patdgeno para o
genoma do hospedeiro, especificamente para o locus CRISPR. Este l6cus no genoma do
hospedeiro serve como uma memoria contra patdgenos invasores. Em uma nova invaséo,
serd transcrito uma cadeia de RNA CRISPR (crRNA), na qual provém da regido de memoria
preestabelecida da invasdo. Este crRNA transcrito contem parte do material genético
memorizado. O crRNA reconhecera sequéncias do DNA estranho e ird se ligar por
pareamento de bases junto com uma CAS, gerando uma DSB no DNA do invasor inibindo
assim o seu ciclo no organismo hospedeiro (SANDER; JOUNG, 2014; GORI et al., 2015;
LAFOUNTAINE; FATHE; SMYTH, 2015).

No sistema CRISPR/Cas9, o crRNA é combinado com o trans ativante crRNA (do
inglés, trans-activating crRNA, tracrRNA) para formar o complexo tracrRNA-crRNA
(GUPTA; MUSUNURU, 2014; SANDER; JOUNG, 2014), sendo que o crRNA € o
responsavel pela orientacdo da endonuclease Cas9 para 0 DNA alvo (ZHANG; WEN; GUO,
2014). O crRNA é obtido a partir da transcricao de pequenos segmentos de DNA exdgenos e
interligados. Logo, os crRNAs possuem uma regido chamada de protospacers, que contém
as sequéncias transcritas de DNA exdgenos. Entdo, esta regido do crRNA é a responsavel
por direcionar a CAS9 para gerar uma quebra na regido complementar ao DNA alvo
(SANDER; JOUNG, 2014; ZHANG; WEN; GUO, 2014; GORI et al., 2015). O tracrRNA ¢
um componente indispensavel ao sistema CRISPR/Cas9, que atua como um ativador para
processar 0 crRNA (SANDER; JOUNG, 2014).

Foram desenvolvidas moléculas de RNA guia (RNAgQ) sintéticas para clivarem
sequéncias de interesse, na qual o crRNA e parte do tracrRNA sdo fundidos em uma
molécula de RNAg com uma ponte contendo a sequéncia GAAA. Este RNAg contém uma
sequéncia com cerca de vinte nucleotideos, sendo capaz de direcionar especificamente a
endonuclease Cas9 para o seu destino (SANDER; JOUNG, 2014; GORI et al.,, 2015)

conforme mostrado na figura 9.
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Figura 9: Mecanismo natural (A) e projetado (B) da CRISPR, exemplo de um RNAg (C).
Fonte: Modificado de SANDER; JOUNG, 2014

O dano gerado na fita de DNA pela CRISPR / Cas9 ira desencadear os mecanismos
de reparo de DNA celular por NHEJ ou por HDR. O reparo de DNA mediado por NHEJ
pode rapidamente unir o DSB gerado, porém, pode gerar pequenas mutacdes de insercéo e
delecdo. Essas mutacGes podem interromper a expressdo de um gene podendo ser o alvo
terapéutico em questdo. O reparo por HDR requer uma sequéncia doadora de DNA contendo
homologia com o modelo de reparo, sendo diferente do método de reparo por NHEJ
(SANDER; JOUNG, 2014; ZHANG; WEN; GUO, 2014; LAFOUNTAINE; FATHE;
SMYTH, 2015).
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Diferentemente da clivagem do DNA guiada por proteina dos ZFNs e TALENS, a
CRISPR/Cas9 depende de uma molécula de RNA para servir de guia levando assim a uma
DSB especifica (JINEK et al., 2013).

Mesmo a técnica de CRISPR sendo bastante promissora, existem algumas
desvantagens sobre esta técnica que devem ser mencionadas. A possibilidade de ocorrerem
mutacdes fora dos locais-alvo é um deles. Comparando com as tecnicas de edicdo de
genoma ZFN e TALEN, a CRISPR apresenta o maior potencial em causar mutagdes fora do
alvo em células humanas. Existem uma variedade de genes que podem apresentar certa
similaridade com o DNA alvo. A CRISPR reconhece esses genes que sdo homdélogos além
do DNA alvo e leva a uma DSB, induzindo a muta¢Ges em locais que ndo sdo desejaveis.
(MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010; JINEK et al., 2013; ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Alguns pesquisadores tiveram sucesso ao realizar a corre¢cdo da mutacdo do gene da
hemoglobina, que origina a anemia falciforme. Células CD34+ de pacientes portadores de
anemia falciforme foram isoladas, editadas por CRISPR/CAS9. O resultado desse
procedimento foi a reducdo dos niveis de expressdao do gene mutado e um aumento na

expressao do gene selvagem (DEWITT et al., 2016).

4.1.2.4. Comparagdo entre as técnicas de edicdo do genoma

Fazendo uma comparacgdo entre as principais técnicas para a edicao discutidas nesse
trabalho, a técnica de CRISPR/CAS9 se mostra mais vantajosa. As ZFNs e TALENS sao
baseadas em uma clivagem de DNA guiada por proteina que necessita de engenharia,
selecdo e validacdo complexas. Em comparacdo com estas técnicas, a CRISPR/Cas9
necessita apenas de um RNAg programavel para gerar a clivagem de DNA, o que é
relativamente barato e facil de projetar e produzir (SANDER; JOUNG, 2014; ZHANG;
WEN; GUO, 2014; GORI et al., 2015).

Em contraste com ZFNs e TALENS, que exigem a recodificacdo de proteinas usando
regibes de DNA para cada novo local alvo, a técnica de CRISPR/Cas9 pode ser facilmente
adaptada para direcionar qualquer sequéncia genémica, com a simples alteracdo do RNA
guia. Isto torna a metodologia de edicdo genémica mediada por CRISPR mais facil e
simples comparando com as técnicas das ZFNs e dos TALENs. Outro ponto crucial que

deve se fazer mencéo é a capacidade da técnica de CRISPR de multiplexacdo, na qual ao
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utilizar varios RNAg pode se atingir multiplos locais em simultaneidade (GUPTA;
MUSUNURU, 2014; SANDER; JOUNG, 2014; LAFOUNTAINE; FATHE; SMYTH,

2015).

Uma desvantagem de CRISPR/CAS9 é o tamanho da proteina CAS9, sendo maior do

que um mondmero TALEN e muito maior que um mondmero ZFN. Isso implica em uma

dificuldade para entregar a Cas9 por vetores virais. O RNAg também deve ser entregue

junto com a CAS9. Outra desvantagem € a capacidade do sistema CRISPR/CAS9 de gerar
mutacdes fora do alvo (GUPTA; MUSUNURU, 2014).

A tabela 5 faz uma comparacdo entre as metodologias de edicdo gendmica

relacionando suas vantagens e desvantagens.

Tabela 5: Vantagens e desvantagens das técnicas de edi¢cdo do genoma.

Nucleases Vantagens Desvantagens
As DSBs originadas O desenho é caro e
podem ser usadas para reparar 0 trabalhoso.
ZFN genoma por NHEJ ou HDR.
Podem ser aplicadas em células
somaticas ou  células-tronco
pluripotentes.
Similar as ZFNs, as Dificuldade de se
DSBs originadas podem ser  construir plasmideos que
TALEN usadas para reparar o genoma  codifiguem TALENS, devido ao
por NHEJ ou HDR, mas o  tamanho do complexo.
dominio da Fokl ndo é
especifico e a DBD é mais
customizavel.
O sistema é de simples Pode induzir a
confec;do e  escalonamento, mutacBes e rearranjos fora do
CRISPR além de ndo ser tdo caro. alvo desejado. Levando a

Sistemas de reparo pela NHEJ e

HDR podem ser explorados.
Direcionamento  para

DSB por uma molécula de RNA.

preocupacBes quanto a sua
aplicabilidade terapéutica

Fonte: Expanding the genetic editing tool kit: ZFNs, TALENs, and CRISPR-Cas9 (GUPTA;

MUSUNURU, 2014).
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5. RESULTADOS OBTIDOS COM AS PRINCIPAIS TECNICAS

Alterar 0 genoma humano para expressar fenodtipos desejaveis € uma realidade
alcancada através do rapido avanco tecnoldgico nas areas da biotecnologia e da biologia
molecular. A associacao entre fatores genéticos e a manifestacdo de doencas cada vez mais é
elucidado por pesquisadores ao redor do mundo (GONCALVES; PAIVA, 2017).

O estimulo ao desenvolvimento ou a melhora de uma metodologia para a terapia
ainda enfrentam barreiras como o desconhecimento parcial acerca das doencas a serem
tratadas, a identificacdo do gene que causa a anomalia, o0 desenvolvimento de um veiculo
capaz de entregar um gene com eficiéncia e estabelecer uma relacdo entre a doenca e sua
ligagéo genética (WOLFF; LEDERBERG, 1994; MISRA, 2013).

O numero de estudos sobre a terapia génica bem com a quantidade de testes clinicos
aprovados vem aumentando significativamente desde 1989, o que incita o avanco
tecnoldgico nesta area (GINN et al., 2018).

2017 132
2016 118

2015 169
2014 135

2013 125

2012 102

2011 87

2010 92

2009 81

2008 120

2007 90

2006 17

2005 12

2004 101

2003 85

2002 98

2001 108

1999 17
1998 68

1997 82
1996

1995 67

1994 38

1993 37

1992 14

1991 8

1990 2

1989

Unknown 144

Figura 10: Ndmero de ensaios clinicos aprovados em todo o mundo 1989-2017
Fonte: GINN et al., 2018

Um fato que também contribuiu nos Gltimos anos foi o nivel de interesse crescente
das indastrias farmacéuticas na terapia génica. O licenciamento dos primeiros produtos
voltados para a terapia génica pelas agéncias reguladoras como o FDA, European

markenting authorization (EMA), State food and drug administration of China (SFDA),
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demostram uma evolugdo no desenvolvimento de novos farmacos para tratamentos de
disfuncBes genéticas. A tabela 4 mostra a relacdo dos primeiros fa&rmacos aprovados para

comercializacdo relacionando com o ano de aprovacdo, o fabricante, a agéncia

regulamentadora e a indicacdo (GINN et al., 2018).

Tabela 4: Produtos aprovados para terapia genica.

Nome Data de  Agencia Indicagéo Fabricante
comercial aprovacao aprovadora
Gendicine Outubro de  SFDA Carcinoma celular de  Shenzhen SiBiono
2003 cabeca e pescogo GeneTech
Glybera Novembro  de EMA Deficiéncia de uniQure
2012 lipoproteina lipase
Strimvelis Junho de 2016 EMA Deficiéncia de adenosina  GlaxoSmithKline
desaminase
(ADA)
Kymriah Agosto de 2017 FDA Leucemia linfoblastica ~ Novartis
aguda Pharmaceuticals
Yescarta Outubro de FDA Linfoma de células B Kite Pharma,
2017 Incorporated
Luxturna Dezembro de  FDA Distrofia Retiniana Spark Therapeutics

2017

Inc.

Fonte: Adaptado de GINN et al., 2018

Um fato que comprova o crescente interesse industrial sobre a terapia génica foi o
teste clinico realizado em 17 pacientes, no qual fez-se uma administracdo intravenosa de um
vetor de adenovirus quimérico seletivo em pacientes com cancer de colorretal, cancer de
pulmao, cancer urotelial e cancer renal. Este teste clinico demonstrou que a utilizacdo do
vetor gerou uma entrega tumor-especifico na grande maioria dos pacientes sem serem
observados efeitos adversos mais sérios (GARCIA-CARBONERO et al., 2017).

Alguns estudos empregando a terapia génica para o tratamento da hemofilia
empregando vetores de AAV demonstraram uma expressdéo melhorada dos transgenes
usados. Nestes estudos, foram conduzidos 11 ensaios clinicos de terapia génica para
hemofilia e seis ensaios clinicos de fase I / Il, utilizando o AAV como vetor dirigido ao
figado, expressando o fator VIII ou fator 1X da coagulacdo. Além disso, o0 uso de vetores
lentivirais baseados em células-tronco tem mostrado bons resultados para expresséo do fator
IX (DODD et al., 2014; SPENCER; RILEY; DOERING, 2016). A hemofilia A e a hemofilia
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B sdo exemplos de doencas elegiveis ao tratamento com bases nestes vetores, podendo
melhorar o progndstico e alcangar a cura através da expressao vitalicia dos transgenes.

A enzima adenosina desaminase é responsavel por converter os metabolitos toxicos
providos da degradacdo das moléculas de DNA e RNA no interior da célula em metabolitos
menos toxicos, sendo eles a desoxiadenosina e inosina, uma parte essencial da via de
recuperacgdo de purinas. A deficiéncia de ADA (do inglés, adenosine deaminase deficiency,
ADA) resulta no acimulo de metabdlitos toxicos dentro e fora das células, causando
prejuizo no desenvolvimento de células T, B e NK. Geralmente resulta no desenvolvimento
da SCID, que é caracterizada por infeccBes recorrentes e persistentes desde a infancia.
Sendo a ADA expressa em todos os tecidos, pacientes com ADA-SCID apresentam
disfuncdes que acometem o esqueleto, trato gastrointestinal, pulmao, figado e sistema
nervoso (MUKHERJEE; THRASHER, 2013). Ensaios visando imunodeficiéncias primarias
mostraram notavel beneficio clinico, com mais de 150 pacientes tratados usando tanto
vetores retrovirais quanto lentivirais. Um estudo apresentou dados muito relevantes acerca
do uso de vetores virais, sendo que foi observado que cerca de 40 pacientes com ADA-SCID
obtiveram um aumento na taxa de sobrevida sem a doenca (GINN et al., 2018).

No ano de 1999, a terapia génica teve um grande impacto negativo com a morte de
Jesse Gelsinger, de 18 anos. O paciente possuia a deficiéncia de ornitina transcarboxilase e
recebeu uma infusdo do gene OTC corretivo encapsulado em uma dose com um vetor
adenoviral recombinante. Esta infusdo resultou em uma resposta imune severa ao vetor
utilizado. O paciente faleceu 4 dias ap0s a infuséo, por faléncia maltipla de érgdos (MISRA,
2013). Entretanto, sdo varios os resultados positivos de sucessos em tratamentos com
vetores virais. Isto torna cada vez mais atraente a aplicacdo destes métodos em outras
patologias que possuem disfuncdes genéticas. As falhas terapéuticas também contribuem de
certa forma para o aprimoramento de técnicas, uma vez que varias descobertas sdo feitas a
cada ano, alterando conceitos estabelecidos previamente, inserindo novas definigdes e
criando novas perspectivas de tratamentos.

O Gendicine foi um dos primeiros farmacos utilizando vetores virais a serem
aprovados por uma agéncia reguladora no mundo. Um estudo avaliando uso comercial deste
farmaco por 12 anos mostra resultados muito satisfatorios. Em mais de 30.000 pacientes este
farmaco apresentou um registro de seguranca excelente, fornecendo respostas
significativamente melhores quando combinado com a quimioterapia e a radioterapia,

fazendo um contraste com os padrdes de terapias aplicadas isoladamente (ZHANG et al.,
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2018). Fica evidente a aplicabilidade crescente da terapia génica no contexto de tratamento
de doencas, sendo de crucial importancia o desenvolvimento de pesquisas sobre as técnicas
ja criadas e o incentivo ao desenvolvimento e/ou aprimoramento de novas tecnologias para
aplicacdo desta terapia.

Outra forma de aplicar a terapia génica ao tratamento de doencas baseia-se na edi¢éo
do genoma humano através do uso de nucleases projetadas para regides especificas do DNA
(GUPTA; MUSUNURU, 2014). Todas as técnicas de edicdo genébmica mencionadas nesse
trabalho dependem dos mecanismos de reparo celular por NHEJ e HDR (SANDER;
JOUNG, 2014; ZHANG; WEN; GUO, 2014; GORI et al., 2015).

Uma aplicacdo terapéutica para a técnica de ZFN € parar a expressao do gene CCR5
e CXCR4 em células T de humanos, visando o ganho de resisténcia a entrada do HIV. A
capacidade dos ZFNs de silenciar a expressdo dos genes CCR5 e CXCR4 foi largamente
testada em células T CD4 + infectadas com HIV-1. As estratégias usando ZFNs tém sido
empregadas para obter células nocauteadas do CCR5 em pacientes com HIV-1, e um ensaio
clinico demonstrou que a técnica ZFN parece ser segura e eficaz em humanos (KHALILI et
al., 2015; PEREZ et al., 2008). Em um estudo foi utilizado as ZFNs para atacar e silenciar o
gene CCR5 em células T CD4 +, induzindo uma mutacéo benéfica no gene CCR5. Células T
CD4 + autdlogas modificadas por CCR5 foram entdo introduzidas em alguns pacientes
visando povoar o sistema imune com as celulas T modificadas. Esta abordagem aumentou a
resisténcia ao virus HIV-1 em 12 pacientes com infeccdo, as cargas virais dos pacientes
aumentaram mais lentamente do que o normal, sugerindo que a tentativa ainda ndo foi a cura
permanente, mas um atraso na evolucdo da doenca (TEBAS et al., 2014).

A técnica de TALEN também foi usada para causar silenciamento do gene CCR5. Os
resultados encontrados podem ser comparados aos resultados obtidos pelas ZFNs. Os
TALENs mostraram atividade similar as ZFNs com cerca de 30% eficiéncia no
silenciamennto do gene CCR5, porém a TALEN se sobressaiu nesta comparacao pois teve
uma menor citotoxidade e ndo apresentou aberracfes no ciclo celular. Os TALENs ainda
mostraram uma maior especificidade comparado a técnica da ZFN. Foi relatada a presenca
de 11 locais mutados que ndo correspondem ao local alvo na técnica de ZFN contra apenas 4
dos TALENs (MUSSOLINO et al., 2014).

Assim como a ZFNs e TALENS, a técnica de CRISPR/cas9 também foi utilizada
para silenciar o gene CCR5 em células T humanas, visando obter uma maior dificuldade do

virus a adentrar as células “resistentes” a infec¢do. No estudo fez-se uma comparagéo entre
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as metodologias de CRISPR e TALEN para a obtengdo de células tronco pluripotentes
induzidas que sdo homozigotas para a mutacdo no gene CCR5. Os resultados mostram que
ambas obtiveram 100 % de recombinacdo homdloga. Assim, a aplicacdo extensiva de
CRISPR/Cas9 para editar o genoma do HIV-1 é muito atraente, visto que apresenta
vantagens em relacdo as técnicas de ZFN e TALEN (YE et al., 2014).
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6. CONSIDFERACOES FINAIS

A ideia de curar doencas que até o presente momento permanecem sem cura,
aumentar a perspectiva de vida de pacientes cuja sobrevida € infima, evitar o
desenvolvimento de doengas genéticas, bem como evitar a sua propagacdo a associacao de
doencas a hereditariedade sdo motivos de inimeros estudos. As técnicas de terapia génica
mostram-se como excelentes armas para compor o arsenal para a terapéutica de doencas que
perpetuam na humanidade. Os usos desta terapia em alguns ensaios clinicos mostram
resultados que sdo motivadores e corroboram para aplicacéo da terapia génica, bem como a
criacdo de legislacbes para regulamentar o uso nas mais diversas doencas.

Este estudo teve como finalidade abordar as tecnologias da terapia génica como uma
possivel e promissora ferramenta para combater doencas genéticas. Mesmo com todo o
desenvolvimento nesta area, ainda necessita de varios avancos e estudos complementares
com a finalidade de contornar problemas encontrado ou mesmo a otimizacdo das técnicas
em questéo.

A terapia génica provavelmente sera marcada por causar uma revolucdo na medicina

atual, diminuindo o indice de mortalidade por disfungfes genéticas.
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