Aula 17 - Terapia Genica: Corrigindo
Defeitos Genéticos

Imagine um mundo onde doencgas genéticas, antes consideradas incuraveis e devastadoras, pudessem ser
nao apenas tratadas, mas fundamentalmente corrigidas em sua origem. Por muito tempo, essa ideia pareceu
ficcao cientifica, um sonho distante para milhdes de pessoas e suas familias. No entanto, a ciéncia avanca a
passos largos, e hoje estamos a beira de uma revolucao que promete reescrever o destino genético de
muitos.



O Coracao da Questao: Quando Nossos
Genes Falham

Para entender a terapia génica, precisamos primeiro revisitar a importancia fundamental dos nossos genes.
Pense no seu corpo como uma orquestra incrivelmente complexa, onde cada célula € um musico e cada gene
€ uma partitura musical. Se uma dessas partituras contém um erro, 0 musico pode tocar a nota errada, ou
pior, parar de tocar completamente, desarmonizando toda a sinfonia. Da mesma forma, um gene defeituoso
pode levar a producao de uma proteina disfuncional ou a auséncia total de uma proteina essencial, resultando
em uma doenca.

Mutacoes Genéticas Consequéncias Abordagem Tradicional
Erros na "partitura” do DNA Proteinas disfuncionais ou Tratamento apenas dos

que podem ser herdados ou ausentes que causam milhares sintomas, sem corrigir a
surgir espontaneamente de doencas raras e comuns origem do problema

Esses "erros na partitura" sdo as mutacdes genéticas, e elas podem ser herdadas ou surgir espontaneamente.
Elas sdo a causa subjacente de milhares de doencas raras e comuns, desde a fibrose cistica e a anemia
falciforme até certas formas de cancer. Por décadas, a medicina focou em tratar os sintomas dessas doencas,
buscando maneiras de gerenciar as consequéncias, mas sem conseguir corrigir a origem do problema.

[ A Promessa Revolucionaria: A terapia génica surge exatamente para preencher essa lacuna,
propondo uma abordagem revolucionaria: em vez de apenas tratar os sintomas, ela busca corrigir o
gene defeituoso ou introduzir um gene funcional para compensar a falha. E como se, em vez de
apenas dar um analgésico para a dor de cabeca, pudéssemos ir diretamente ao cérebro e corrigir o
desequilibrio quimico que a causou.



Estrategias Fundamentais: In Vivo vs. Ex

Vivo - Onde a Magia Acontece?

Quando pensamos em "corrigir" genes, a primeira pergunta que surge é: como fazemos isso? A resposta nao
€ unica, pois a terapia génica se divide em duas grandes estratégias, cada uma com suas particularidades e
aplicacdes: a abordagem in vivo e a abordagem ex vivo. A escolha entre uma e outra depende de diversos

fatores, como o tipo de célula a ser tratada, a doenca em questao e a seguranca do procedimento.

In Vivo

Imagine que vocé precisa consertar um motor de
carro. Vocé pode tentar conserta-lo enquanto ele
ainda esta no carro, acessando as pecas
diretamente.

e Gene entregue diretamente no corpo do
paciente

e Vetores virais injetados no tecido ou corrente
sanguinea

e Exemplo: Terapia para doencas oculares

(Luxturna)
Conceito Ambito/Aplicacao
In Vivo Gene entregue
diretamente no corpo
do paciente
Ex Vivo Células coletadas,

modificadas em
laboratorio, e
reintroduzidas

Ex Vivo

Ou, vocé pode remover o motor do carro, leva-lo
para uma oficina especializada, conserta-lo com

calma e precisao, e depois reinstala-lo no veiculo.

e Células coletadas e modificadas em laboratorio

e Células modificadas sao reintroduzidas no

paciente

e Exemplo: Terapia para imunodeficiéncias (SCID)

ou CAR-T

Base/Origem

Vetores virais injetados
no tecido ou corrente
sanguinea

Células do paciente
(ex: hematopoiéticas)
modificadas com
vetores

Exemplo

Terapia para doencas
oculares (Luxturna)

Terapia para
imunodeficiéncias
(SCID) ou CAR-T



Vetores Virais: Os Cavalos de Troia da
Terapia Génica

(’E} O Desafio O=r A Solucao @ A Engenharia

Nossas células sao Virus sao especialistas em "Desarmar" virus,
naturalmente protegidas invadir células e entregar removendo genes

por membranas que seu material genético causadores de doencgas e
impedem a entrada de substituindo pelo gene
material genético estranho terapéutico

A grande questao na terapia génica é como fazer com que o gene terapéutico chegue até as ceélulas-alvo e
seja incorporado ou expresso de forma eficaz. Nossas células sao naturalmente protegidas por membranas
que impedem a entrada de material genético estranho. E aqui que entram os vetores, os "veiculos" que
transportam o gene de interesse. E, surpreendentemente, alguns dos melhores veiculos sdo 0s proprios virus.

Pense nos virus como especialistas em invadir células. Eles evoluiram ao longo de milhées de anos para
serem extremamente eficientes em entregar seu préprio material genético dentro de uma célula
hospedeira, sequestrando sua maquinaria para se replicar. A genialidade da terapia génica reside em
"desarmar" esses virus, removendo seus genes causadores de doencas e substituindo-os pelo gene
terapéutico que queremos entregar.

Esses vetores virais sao projetados para serem seguros e eficientes. Eles sao modificados para nao se
replicarem no paciente e para ndo causarem doencas, mantendo apenas a capacidade de entrar nas células e
entregar a carga genética. A escolha do vetor viral é crucial, pois diferentes virus tém diferentes afinidades
por tipos celulares especificos, diferentes capacidades de carga para o gene terapéutico e diferentes perfis
de seguranca. Essa selecao cuidadosa € um dos pilares para o sucesso de qualquer terapia génica.



Adenovirus e Retrovirus: Os Pioneiros e
Seus Desafios

No inicio da jornada da terapia génica, dois tipos de virus se destacaram como os primeiros "cavalos de
Troia" a serem explorados: os adenovirus e os retrovirus. Eles foram os pioneiros, abrindo caminho para o que

conhecemos hoje, mas também revelaram os primeiros desafios e licdes importantes sobre a complexidade
de manipular o genoma humano.

Adenovirus Retrovirus

Vantagens Vantagens

e Infectam células em divisao e nao-divisao e Integracao permanente no genoma
e Alta capacidade de carga genética e Expressao duradoura do gene

e Ampla gama de células-alvo e Gene passado para células-filhas
Desvantagens Desvantagens

o Forte resposta imune do paciente Risco de mutagénese insercional

e DNA nao integrado ao genoma (expressao Possivel ativacao de oncogenes

temporaria)

Apenas células em divisao
e Necessidade de doses repetidas

Conceito Ambito/Aplicacao Base/Origem Exemplo

Adenovirus Células em divisao e nao- DNA viral nao Terapia para fibrose
divisao, alta capacidade de integrado ao genoma cistica (em pesquisa)
carga hospedeiro

Retrovirus Células em divisao, RNA viral que se Terapia para
integragcao gendmica converte em DNA e imunodeficiéncias

permanente integra (SCID)



Lentivirus e AAV: A Nova Geracao de

Vetores Virais

As licoes aprendidas com os adenovirus e retrovirus impulsionaram a pesquisa para desenvolver vetores mais

seguros e eficientes. Essa busca levou a ascensao de duas classes de vetores virais que hoje dominam o

cenario da terapia génica: os lentivirus e os virus adenoassociados (AAV). Eles representam um salto

qualitativo, superando muitas das limitacoes dos seus predecessores e pavimentando o caminho para

terapias aprovadas.

Lentivirus
Vantagem Crucial: Infectam células que nao se

dividem ativamente

e Integracao duradoura em células nao-
mitéticas
e |deal para neurdnios e células

hematopoiéticas quiescentes

o Perfeito para doencas crénicas do sistema
nervoso e imunoldgico

9,

AAV (Virus Adenoassociados)

Os "Queridinhos": Excelente perfil de seguranca
e baixa imunogenicidade

e Pequenos, nao patogénicos

e Infectam cérebro, musculos e olhos

e Expressao duradoura em células de vida
longa

e \etor de escolha para Luxturna e Zolgensma

[ Destaque Clinico: O AAV tem sido o vetor de escolha para vérias terapias génicas aprovadas, como

o Luxturna para uma forma de cegueira hereditaria e o Zolgensma para a Atrofia Muscular Espinhal
(AME), demonstrando seu potencial transformador na medicina moderna.



Vetores Nao Virais: Uma Alternativa Mais
Segura?

Embora os vetores virais sejam altamente eficientes na entrega de genes, eles nao estao isentos de desafios,
como a resposta imune e o potencial (ainda que reduzido) de mutagénese insercional. Por isso, a pesquisa em
terapia génica também explora ativamente os vetores nao virais, que oferecem uma alternativa com um perfil
de seguranca potencialmente melhor, embora geralmente com menor eficiéncia de entrega.

& B
Vetores Virais Vetores Nao Virais
Servico de entrega expresso: rapido e direto, mas Servico de correio: mais lento e menos garantido,
com alguns riscos associados mas com menos chances de problemas

Métodos Quimicos

Lipossomos Nanoparticulas Lipidicas

Esferas de gordura que encapsulam DNA/RNA, Destaque nas vacinas de mRNA para COVID-19,
protegendo-o da degradacao e facilitando fusao mostrando potencial como veiculos de entrega
com membrana celular de acidos nucleicos

Métodos Fisicos

e Eletroporacao: Uso de pulsos elétricos para criar poros temporarios na membrana celular
e Microinjecao: Injecao direta do DNA na célula

e Bombardeamento de particulas: Uso de microparticulas de ouro ou tungsténio revestidas com DNA

Embora menos eficientes para a maioria das aplicacdes in vivo em larga escala, esses métodos sao valiosos
em contextos especificos, especialmente ex vivo ou para tecidos acessiveis.



Doencas-Alvo: Onde a Terapia Géenica Faz

a Diferenca

A promessa da terapia génica € vasta, mas sua aplicacao pratica tem se concentrado em doencas onde a
causa genética é clara e onde as terapias convencionais sao limitadas ou inexistentes. As primeiras e mais

impactantes aplicacdes tém sido em condi¢cdes monogénicas, ou seja, causadas por um unico gene

defeituoso. Entre as areas mais beneficiadas, destacam-se as imunodeficiéncias e as doencas hematoldgicas.

Imunodeficiéncias Primarias

Doencas genéticas raras que comprometem o
sistema imunoldgico, tornando os individuos
extremamente vulneraveis a infeccodes.

Exemplo Emblematico: SCID

Imunodeficiéncia Combinada Grave - a "doenca do
menino da bolha"

e Pacientes nascem sem sistema imunolégico
funcional

e Necessidade de viver em ambientes estéreis
e Terapia génica com vetores retrovirais/lentivirais

e Sucesso: criancas desenvolvem sistema
imunologico competente

Doencas Hematologicas

Nova esperanca para condi¢cdes que afetam a
producao de hemoglobina e coagulacao sanguinea.

Principais Alvos:

e Anemia Falciforme: Correcdo do gene nas
células-tronco da medula 6ssea

o Talassemia: Restauracao da producao de
hemoglobina funcional

o Hemofilia: Introducao do gene para fator de
coagulacao ausente

Objetivo: Permitir producao de proteinas funcionais
e reduzir necessidade de tratamentos frequentes



Doencas Neuromusculares e Outras
Fronteiras

Além das imunodeficiéncias e doencas hematoldgicas, a terapia génica esta expandindo seu alcance para
outras areas com necessidades médicas nao atendidas, como as doencas neuromusculares e oculares. A
capacidade de direcionar vetores para tecidos especificos tem sido crucial para esses avancos, oferecendo

esperanca onde antes havia apenas prognosticos sombrios.

Doencas Neuromusculares Doencas Oculares Cancer e Imunoterapia
Atrofia Muscular Espinhal (AME): Hereditarias Terapia génica explorada em
Doenca genética rara e grave que  Injecao direta de vetores AAV no conjunto com imunoterapia
afeta neurénios motores olho permite entrega localizada e . Células CAR-T: Terapia celular
A eficaz . g
e Zolgensma: terapia génica geneticamente modificada
baseada em AAV e Luxturna: Primeira terapia « Reprogramacio de células T

genica aprovada nos EUA para reconhecer e atacar

e Entrega de cépia funcional do
gene SMN1 e Trata cegueira hereditaria por células cancerosas

mutagoes no gene RPE6S e Avanco significativo na

e Revolucionou o tratamento da
AME e Restauragao da visao em oncologia

. . acientes
Outras distrofias musculares, P

como a Distrofia Muscular de
Duchenne, também estao sendo
ativamente pesquisadas



Desafios Atuais: Seguranca - O Preco da
Inovacao

Apesar dos avancos notaveis e das histérias de sucesso, a terapia génica ainda enfrenta desafios
significativos, sendo a seguranca uma das preocupacdes mais prementes. A manipulacao do material
genetico humano € uma intervencao poderosa, e garantir que ela seja feita sem causar danos inesperados é
fundamental para a aceitacao e o sucesso a longo prazo dessas terapias.

Resposta Imune Mutagénese Efeitos Off-Target
Nosso corpo é programado Insercional Preocupacao especialmente
para identificar e combater Preocupacao especialmente com técnicas de edicao
invasores, e mesmo virus com vetores que integram genética como CRISPR
modificados podem ser DNA no genoma hospedeiro . Cortes ou edicées em
reconhecidos como (lentivirus) locais N30 intencionais
estranhos. e Risco de insercao em « Consequéncias
e Destruicao das células local critico do genoma desconhecidas no

que receberam o gene o Possivel ativagao de genoma

terapeutico oncogene « Necessidade de vigilancia
* Ineficacia da terapia « Inativacdo de gene continua
e Reacao inflamatéria supressor de tumor

sistémica perigosa e Potencial

Solucio em pesquisa: desenvolvimento de

Vetores menos imunogénicos cancer
ou estratégias para modular Avanco: Vetores modernos
resposta imune projetados para integracao

mais segura




Desafios Atuais: Eficacia e Acesso-A
Realidade Clinica

Além da seguranca, a terapia génica enfrenta desafios relacionados a sua eficacia a longo prazo e,

crucialmente, ao acesso dos pacientes a essas inovacdes. Uma terapia pode ser segura, mas se nao for

duradoura ou se for inacessivel para a maioria, seu impacto na saude publica sera limitado.

Desafio da Eficacia
Durabilidade da Expressao Génica

Gene terapéutico deve ser expresso em niveis
adequados

Periodo de tempo suficiente para beneficio
clinico
Variacao dependendo do vetor, célula e doenca

Possivel diminuigao com o tempo

Especificidade da Entrega

Vetor precisa atingir células corretas
No tecido certo
Sem afetar outras células ou 6rgaos

Desafio complexo para muitas doencas

Desafio do Acesso
Custo Exorbitante

e Tratamentos de dose unica
e Promessa de cura ou melhora significativa
e Zolgensma: milhdes de dolares

e Medicamentos mais caros do mundo

Questoes Eticas e Sociais

e Como garantir acesso universal?
e Independente de condicao socioeconémica

e Independente de localizacdo geografica

Logistica Complexa

e Producao especializada
e Distribuicao complexa
e Infraestrutura especializada necessaria

e Equipes altamente treinadas



A Revolucao CRISPR-Cas9: Editando o
Livro da Vida

Enquanto os vetores virais se concentram em adicionar genes, uma nova tecnologia surgiu para permitir a

edicao precisa de genes existentes: o sistema CRISPR-Cas9. Esta ferramenta revolucionaria, descoberta a

partir de um mecanismo de defesa bacteriano, transformou a biologia molecular e abriu novas e excitantes

avenidas para a terapia génica, permitindo que os cientistas "reescrevam" partes do nosso proprio manual de

instrucoes.
01 02
O Problema Antes do CRISPR A Solucao CRISPR

Tentar corrigir um erro no genoma era como
encontrar e substituir uma Unica letra errada em um
livro gigantesco, usando apenas tesoura e cola, com

pouca precisao

Um "editor de texto" molecular que pode ir
diretamente a pagina, linha e letra exata para fazer
uma correcao. Sistema de "localizar e substituir"

altamente sofisticado

Como Funciona o Sistema CRISPR-Cas9

RNA Guia (gRNA)

Projetado para ser
complementar a sequéncia de
DNA alvo. Age como GPS
molecular levando Cas9 ao local
exato

Q

Enzima Cas9

Atua como "tesoura molecular”,
fazendo corte preciso na fita
dupla de DNA no local indicado
pelo gRNA

9°

Reparo Celular

Mecanismos naturais de reparo
sao ativados. Cientistas
aproveitam para inserir novo
DNA, remover segmento ou
inativar gene defeituoso



CRISPR-Cas9: Aplicacoes Terapeuticas e

Desafios Eticos

A precisao e a versatilidade do CRISPR-Cas9 o tornaram uma ferramenta incrivelmente poderosa para a

terapia génica, expandindo o leque de doencas que podem ser abordadas. Do laboratério a clinica, as

aplicacoes terapéuticas do CRISPR estao se multiplicando rapidamente, mas com elas surgem também
complexos desafios éticos que exigem uma reflexao cuidadosa.

Aplicacoes Terapéuticas

Doencas Hematologicas

Correcao de mutacao em células-tronco
hematopoiéticas ex vivo para anemia falciforme

Amiloidose

Ensaios clinicos para amiloidose por transtirretina

Otimizacoes Tecnologicas

Doencas Oculares

Testes in vivo para certas formas de cegueira
hereditaria com resultados promissores

Imunoterapia

Edicao de células T para torna-las mais eficazes
no combate ao cancer

— ) — () ———

Base Editing

Conversao de uma base nitrogenada em outra
(ex: A para G) sem cortar fita dupla de DNA,
reduzindo risco de erros

Desafios Eticos

Prime Editing

Permite insercao, delecao ou substituicao de
sequéncias maiores com ainda mais precisao.
"Localizar e substituir" avancado

(J Preocupacao Central: A possibilidade de edicao de linhagem germinativa (6vulos, espermatozoides

ou embrides). Essas edicdes seriam herdaveis, passando para futuras geracoes.

e Alteracao permanente do pool genético humano

e Criacao de "bebés projetados" (designer babies)

e Implicacoes sociais e morais profundas

A comunidade cientifica global tem defendido uma moratéria na edicao de linhagem germinativa para uso
clinico, priorizando a edicao de células somaticas (nao-herdaveis) para tratar doencas.



Diagnostico Molecular Avancado: O
Alicerce da Terapia Génica

Antes de sequer pensar em corrigir um gene, precisamos saber exatamente qual gene esta defeituoso e qual

é a natureza da mutacao. E aqui que o diagndéstico molecular avancado entra em cena, atuando como o

alicerce indispensavel para a terapia génica. Sem ferramentas precisas para identificar a causa genética de
uma doenca, a terapia génica seria como tentar consertar um carro sem saber qual peca esta quebrada.

=

Sequenciamento de Nova
Geracao (NGS)

Revolucionou a gendmica clinica,
permitindo sequenciamento rapido
e de alto rendimento de grandes
porcdes do genoma ou exoma

e |dentificacao precisa de
mutacdoes genéticas

e \VariacOes de numero de copias

e Outras alteracoes gendémicas

Aplicacoes na Terapia

Génica:

e Diagndstico preciso do
paciente

e Selecao de candidatos
adequados

e Monitoramento da eficacia da
terapia

e Verificacao de incorporacao e
funcionamento do gene

N

PCR em Tempo Real
(gPCR)

Quantificacao precisa de acidos
nucleicos

e Maedir expressao do gene
terapéutico

e Avaliar carga viral de vetores

e Monitorar seguranca e
persisténcia do vetor

e Diagnosticar infec¢bes

e

PCR Digital (dPCR)

Versao mais sensivel e precisa da
PCR

e Detectar quantidades muito
baixas de DNA/RNA

e Presencga de DNA residual de
vetores virais

e Deteccao de mutacoes raras

e Analise de amostras complexas

Essas ferramentas nao apenas guiam a decisao terapéutica, mas também fornecem o feedback necessario

para otimizar e refinar as abordagens de terapia génica.



Consolidacao e Proximos Passos

Chegamos ao fim de nossa jornada pela terapia génica, uma area que representa o apice da biologia
molecular aplicada e a fronteira da medicina moderna. Vimos como a ideia de corrigir defeitos genéticos
evoluiu de um conceito futurista para uma realidade clinica, com estratégias in vivo e ex vivo utilizando
vetores virais e ndo virais para entregar genes terapéuticos. Exploramos os pioneiros como adenovirus e
retrovirus, e os avancgos com lentivirus e AAV, que hoje tratam doencas como SCID, AME e cegueira

hereditaria.
Conceitos Fundamentais Evolucao dos Vetores
Estratégias in vivo e ex vivo, De adenovirus e retrovirus a
vetores virais e nao virais @ lentivirus e AAV

(%

. , Aplicacoes Clinicas
Diagnostico Cg plicag
SCID, AME, cegueira

NGS, gPCR, dPCR como o
eMs hereditaria, doencas

alicerce da terapia .
hematologicas

Desafios I 3 Revolucao CRISPR
Seguranca, eficacia, acesso, Edicao genética precisa, Base
questoOes éticas Editing, Prime Editing

Compreendemos que, apesar do entusiasmo, a terapia génica enfrenta desafios complexos em seguranca,
eficacia e acesso, exigindo pesquisa continua e um debate ético robusto. A revolucdo do CRISPR-Cas9 nos
mostrou o poder da edi¢cao genética precisa, abrindo portas para novas abordagens terapéuticas e
otimizacbes como o Base Editing e Prime Editing, mas também levantando questdes cruciais sobre a edicao
de linhagem germinativa. Finalmente, reconhecemos o papel indispensavel do diagndstico molecular
avancado, com NGS, gPCR e dPCR, como o alicerce que permite identificar, monitorar e refinar essas
terapias.

() Em pratica: A terapia génica ndo é apenas ciéncia de laboratorio; ela esta transformando vidas.
Compreender seus principios € essencial para qualquer profissional da saude ou pesquisador que
deseje atuar na vanguarda da medicina. A capacidade de identificar candidatos a terapias, entender
os riscos e beneficios, e acompanhar os avancos tecnologicos sera um diferencial crucial.

Autoavaliacao

1. Qual das seguintes abordagens de terapia génica envolve a modificacao de células do paciente fora do
corpo antes de reintroduzi-las?
a) Terapia génica in vivo
b) Terapia génica ex vivo
c) Edicao de linhagem germinativa
d) Terapia com vetores nao virais

2. Um dos principais desafios associados ao uso de vetores retrovirais nas primeiras terapias génicas foi:
a) A incapacidade de infectar células que nao se dividem.
b) A forte resposta imune do paciente.
c) O risco de mutagénese insercional.
d) A baixa capacidade de carga para o gene terapéutico.

3. Qual vetor viral € amplamente utilizado em terapias génicas aprovadas para doencas como AME e
cegueira hereditaria, devido ao seu bom perfil de seguranca e baixa imunogenicidade?
a) Adenovirus
b) Retrovirus
c) Lentivirus
d) Virus Adenoassociados (AAV)

4. A tecnologia CRISPR-Cas9 é mais precisamente descrita como uma ferramenta de:
a) Insercao aleatodria de genes.
b) Edicdo precisa de genes.
c) Producao de proteinas recombinantes.
d) Sequenciamento de nova geracao.

Questao Discursiva: Discuta os principais desafios éticos levantados pela tecnologia CRISPR-Cas9,
especialmente no contexto da edicao de linhagem germinativa, e como a comunidade cientifica tem
respondido a essas preocupacoes.



Gabarito

1 2

Resposta: b) Resposta: c)
Terapia génica ex vivo O risco de mutagénese insercional
Resposta: d) Resposta: b)

Virus Adenoassociados (AAV) Edicao precisa de genes



Conhexao com a
Proxima Aula

Na préxima aula, "Aula 18 - Producao de
Proteinas Recombinantes de Uso
Terapéutico", exploraremos outra faceta da
biologia molecular aplicada: como a
engenharia genética nos permite produzir
proteinas essenciais em larga escala para
tratar doencas, um campo que, em muitos
aspectos, complementa e se interliga com a
terapia génica na busca por solucoes
inovadoras para a saude humana.

Recursos Adicionais

e Artigos de Revisao Cientifica: Para aprofundar nos
mecanismos moleculares e ensaios clinicos mais
recentes.

e Relatorios da ANVISA/FDA: Para entender o status
regulatorio e as terapias aprovadas.

e Documentarios sobre CRISPR: Para visualizar as
aplicacdes e dilemas éticos de forma mais
acessivel.

[JJ NOTA IMPORTANTE: As informacodes
regulatorias/legais/técnicas desta aula estao
atualizadas até 2025. Consulte sempre fontes
oficiais para verificar alteracoes.




