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A Terapia Génica envolve uma série de procedimentos, que tem como objetivo a
transferéncia de material genético para as células de um individuo, na tentativa de gerar algum
beneficio para este. Na década de 1960 comecaram as primeiras especulagdes a cerca do
potencial terapéutico ligado a manipulacdo genética, ou, terapia génica. Porém, os primeiros
ensaios com essa abordagem em seres humanos s6 vieram a ocorrer na década de 1990 nos
Estado Unidos'.

A terapia génica envolve os processos de injecdo de material genético exdgeno
(transgene) no individuo; o direcionamento deste material para o(s) tecido(s) alvo(s), seguido
da sua entrada nestas células (transfec¢@o); em alguns casos, incorporagdao do transgene no
genoma do individuo; geracdo do produto gé€nico proveniente da transfeccdo e posterior
corregdo da anormalidade alvo'.

Potencialmente a transferéncia génica pode se dar de varias formas, que diferem de
acordo com sua eficdcia e estratégia de terapéutica.

Injecdo de DNA nu: o DNA purificado (vetor plasmidial) é injetado diretamente no musculo

podendo manter uma expressdao continuada do transgene in vivo. Sua eficiéncia € baixa,
porém tem sido utilizada para o desenvolvimento de vacinas de DNA, capazes de desenvolver
resposta imune celular e ndo apenas humoral.

Lipossomos: os lipossomos sdo constituidos de uma bicamada lipidica que tem como
principal caracteristica a formacdo de micelas. Essas estruturas mantém uma fase aquosa na

porcao interior da bicamada, onde pode ser inserido o fragmento de DNA. Sua eficiéncia é
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muito baixa, porém, o tamanho das seqiiéncias que eles podem carregar, a auséncia de
resposta imune e seu baixo custo, justificam as tentativas de sua utilizacao.

Vetores virais: Sao virus modificados, nos quais os genes responsdveis pela producdo de

proteinas prejudiciais ao hospedeiro foram substituidos pela seqiiéncia do transgene. Véarios
tipos de virus tém sido empregados:

Vetores Adenovirais — podem ser obtidos com altas titulacdes, sdo eficientes na infec¢ao de
varios tecidos e possuem genoma com DNA dupla fita, o que permite a insercdo de grandes
seqiiencias de DNA exdgeno. Suas desvantagens sdo causadas pelo fato de ndo integrarem o
transgene ao genoma do hospedeiro, gerando apenas uma expressao transiente e por
induzirem resposta imune celular'.

Vetores Adeno- Associados: podem, também, ser obtidos com altas titulacdes, possuem DNA
simples fita e integram seu DNA ao material do hospedeiro, permitindo expressdao prolongada
do transgene. No entanto, necessitam de co-transfeccdo com um virus auxiliar devido a sua
incapacidade de infectarem as células sozinhos'.

Vetores retrovirais - sao os mais utilizados em protocolos de terapia génica atualmente. Sua
grande vantagem estd na insercao de seu material ao genoma do hospedeiro, por serem virus
de RNA' e em teoria, ser necesséria apenas uma injecdo do vetor. Possuem capacidade de
carregar seqiiéncias de tamanho médio e induzem resposta inflamatéria minima®. Nesta classe
estdo inclusos os lentivirus. Esses sdo derivados principalmente do virus da imunodeficiéncia
humana 1 (HIV-1)'. Os lentivirus sdo os vetores de maior promessa para o tratamento de

L2
doencas neurodegenerativas”.

Terapia Génica: Esclerose Lateral Amiotroéfica (ELA)

A ELA ¢é uma doencga neurodegenerativa, resultante da morte seletiva dos neuronios
motores superiores e/ou inferiores®. Cerca de 90% dos casos sdo esporddicos enquanto
aproximadamente 10% sdo hereditarios. Desses tultimos, 20% devem-se a mutacdes no gene
SODI. Ele é responsavel pela producdo da enzima Superdxido Dismutase, que estd envolvida
na metaboliza¢do do fon superéxido, um dos radicais livres mais reativos que ataca tanto o
material genético quanto membranas e protefnas. A atividade incorreta, decorrente de
mutagdes nessa enzima pode levar a morte dos neur6nios motores devido a toxicidade. As

mutacdes no SODI levam a formacdo de enzimas que passam a exercer uma fun¢io que nao
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realizavam anteriormente, (ganho de fun¢do), ao invés de apenas perder sua atividade natural.
Ela passaria a exercer uma fungdo toxica nas células, sendo os neur6nios motores
especialmente sensiveis a estas variagoes.

As tentativas de terapia génica em ELA t€m tido como principal alvo a corre¢dao da
atividade defeituosa da super6xido dismutase. Esses experimentos s foram possiveis apds o
desenvolvimento de modelos animais. Eles sdo transgénicos que na maior parte dos trabalhos
expressam o gene SODI contendo a mutacdo G93A e apresentam fendtipo que € clinica e
patologicamente semelhante ao humano. Como previamente descrito as mutacdes neste gene
expressam proteinas com um ganho de fun¢do. Desta forma atualmente algumas terapias tém
tentado inibir a acdo da proteina mutante, ou seja, diminuir sua expressdo ao invés de apenas
tentar fazer a reposi¢ao da proteina normal.

A principal ferramenta de correcdo desta atividade tem sido a utilizacdo de RNA de
interferéncia (RNAi). Os RNAis estdo envolvidos em um processo inato, conservado
evolutivamente, de silenciamento pds-transcricional, ou seja, diminuicdo dos niveis de
determinado RNAm, induzido pela presenca de RNA dupla fita’. O RNA dupla fita é usado
para direcionar os complexos Dicer e RISC na clivagem do RNAm que possui seqiiéncia
complementar a este RNA dupla fita. Dessa forma, o RNAm néo € traduzido em proteinas e,
portanto, sua a¢do fica silenciada.

Para exemplificar os usos de RNAi podemos citar o trabalho de Ralph et al’. Neste os
autores, utilizaram um vetor do tipo Lentivirus, mais especificamente virus da anemia
infecciosa eqiiina (EIAV), e mostraram que a injec@o desses vetores via intramuscular é capaz
de conduzi-los aos neurdnios da coluna espinhal e do cértex motor por meio de transporte
retrogrado, ou seja, passando dos musculos para os neurdnios. Esses vetores continham
seqiiéncias especificas do gene SODI, que quando transcritas formavam uma estrutura em
dupla fita ligada por um “grampo” (RNA dupla fita). Pela acdo desse RNAi os animais
transgénicos usados neste estudo, tinham dificuldades em expressar a Superéxido Dismutase
mutante.

Estudos que utilizaram RNAIi para o silenciamento do SODI mutante, demonstraram
um aumento da sobrevivéncia dos neurdnios motores vulnerdveis na espinha dorsal e cortex
motor. Este silenciamento aumentou a performance dos animais tratados resultando em

consideravel retardo do inicio dos sintomas e aumento significante da sua sobrevivéncia’.
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Outra estratégia, proposta por Xia et al* é o silenciamento tanto do SOD/ mutante
quanto selvagem, com concomitante expressao de SODI exdgeno resistente a esse RNAi. O
RNAm resistente foi gerado por uma mutacdo de troca de base, sem modificacdo do
aminodcido e transfectado para as células em cultura. Os resultados demonstram a diminui¢ao
da expressdo da Superdoxido Dismutase mutante e selvagem, bem como a expressdo da
Super6xido Dismutase de origem exdgena. Estes experimentos ainda necessitam de
comprovacao in vivo.

Recentemente foi demonstrado que niveis reduzidos do fator de crescimento endotelial
(VEGF) predispdem humanos e camundongos ao desenvolvimento de ELA. O VEGF € um
fator indispensédvel 4 angiogénese e parece estar envolvido com a neuroprotecio’. A partir
desses dados Azzouz et al’ basearam-se no aumento da expressio de VEGF como forma de
protecdo aos neurdnios em camundongos transgénicos, portadores da mutacdo G93A. Eles
demonstraram que a aplicacio de vetores de lentivirus, carregando a seqiiéncia que codifica o
VEGEF, por transporte retrégrado, em determinadas musculaturas levou ao aumento na idade
de inicio dos sintomas bem como a diminui¢ao da progressdo da doenca nesses camundongos.
Chama a aten¢do que o VEGF manteve suas caracteristicas de neuroprotecao, mesmo quando
o tratamento foi iniciado apds o inicio dos sintomas, especificamente neste caso quando
metade dos neur6nios motores ja havia morrido.

Este tipo de terapia para as doencas neuromusculares promete grandes avangos nos
proximos anos, entretanto varios obstdculos precisam ainda ser vencidos; como a grande
quantidade de vetores necessarios para eficicia do tratamento; o direcionamento dos vetores
exclusivamente para os neurdnios motores, a expressao continua e ndo apenas transiente dos
transgenes; a corre¢ao dos defeitos sem efeitos colaterais toxicos e a aplicagao dessas terapias
as diferentes formas de Doenga do Neurdonio Motor e ELA, nao se limitando apenas a alguns

modelos.
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