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Resumo

O recente anúncio do sucesso do projeto Genoma
Humano constitui-se num grande estímulo para os estudos
que visam utilizar a transferência de genes com fins
terapêuticos clínicos. Devido ao crescente acúmulo de
conhecimento sobre técnicas de biologia molecular e de
como manipular a expressão dos genes, os pesquisadores
também desenvolveram estratégias para a transferência
de genes, com as quais esperamos que num futuro
próximo possamos corrigir, prevenir e tratar as doenças
do ser humano. Os sistemas de transferência de genes
baseiam-se no uso de diferentes vetores virais
transformados em replicantes-deficientes (tais como o
adenovírus, o vírus adeno-associado, o retrovírus e o

vírus herpes simples) e vetores não-virais (tais como
oligonucleotídeos antisense, DNA de plasmídio e
lipossomos), os quais vêm sendo estudados durante os
últimos dez anos em fisiologia e testados na clínica.
Atualmente também estão disponíveis muitos animais
transgênicos, aos quais um gene específico foi adicionado
(ratos e camundongos) ou retirado (camundongos knock-
out). Esses animais podem ser usados como modelos de
estudo para as diferentes fisiopatologias do ser humano,
tais como: insuficiência cardíaca, hipertensão arterial e
aterosclerose. Além disso, a estratégia de transferência
de genes através de vetores adenovirais pode ser associada
com a tecnologia de animais transgênicos para estudar a
eficácia da terapia gênica no tratamento de diversas
doenças genéticas.
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Manipulação da
expressão gênica e
terapia gênica

A terapia gênica somática consiste
na manipulação ou correção da ex-

pressão gênica em células-alvo ou
transferência de genes para células
com finalidade terapêutica. O primeiro
uso da terapia gênica em seres hu-
manos foi iniciado, em 1990, numa
garota com imunodeficiência letal cau-
sada pela deficiência da adenosina

deaminase, a qual recebeu uma trans-
fusão de linfócitos geneticamente cor-
rigidos e cuja expressão do transgene
foi de longa duração1. Os avanços da
biologia molecular nas últimas duas
décadas contribuíram muito para o
desenvolvimento de técnicas de trans-



97

Vasquez EC,  Meyrelles SS Rev Bras Hipertens vol 8(1): janeiro/março de 2001

ferência ex vivo, in situ, in vivo e in
vitro de genes visando corrigir ou
repor a expressão de determinado
gene defeituoso. Estudos que inicial-
mente tinham como objetivo o trata-
mento de doenças hereditárias hu-
manas decorrentes de defeitos mono-
gênicos, tal como a fibrose cística, e
evoluíram a tal ponto que hoje a terapia
gênica é vista como promissora no
tratamento de doenças adquiridas,
dentre elas aquelas que são de origem
poligênica e que afetam a função nor-
mal do sistema cardiovascular, tais
como a hipertensão arterial, a ateros-
clerose e o infarto do miocárdio. Além
disso, a transferência de genes é
utilizada hoje pelos fisiologistas como
uma poderosa ferramenta para o
entendimento dos diferentes meca-
nismos da célula normal.

 Conforme sugerido por Rios2, são
necessárias pelo menos dez etapas
para que a transferência gênica possa
atingir um uso terapêutico nas doenças
cardiovasculares: (1) desenvolver um
vetor que seja seguro e eficiente; (2)
preparar o vetor para transportar o
gene de interesse; (3) alterar uma
função de tecidos em cultura; (4) alte-
rar a função no vaso sanguíneo in
vitro; (5) transferir in vivo o vetor; (6)
alterar a função in vivo; (7) corrigir a
disfunção em estados fisiopatológicos
experimentais; (8) suprimir a resposta
imunológica; (9) alterar a função em
indivíduos normais e (10) corrigir a
disfunção no ser humano.

Embora inúmeros obstáculos já
tenham sido superados nos últimos
dez anos e a terapia gênica seja atual-
mente uma das áreas de pesquisa
básica e clínica de maior investimento
nos países desenvolvidos, ainda
estamos muito distantes de um
procedimento terapêutico ideal. Para
isto, centenas de laboratórios se
dedicam constantemente à busca e
otimização de sistemas de transfe-
rência in vivo de genes tendo como
base o uso de vetores virais e não-

virais. Todavia, assim como ocorre
com os fármacos, os cientistas têm
como preocupação superar as difi-
culdades de dirigir o gene terapêutico
especificamente para aquele tecido
em estudo ou a ser tratado, evitando
assim seus efeitos em células que não
são alvo. Outro ponto crítico na terapia
gênica é a resposta de rejeição da
célula hospedeira, bem como a
duração da expressão do gene
transferido, as quais dependem de um
ou mais fatores, tais como (a) a res-
posta imune ao vetor viral; (b) a respos-
ta imune à sintese da nova proteína;
(c) a persistência do DNA transgênico
na célula hospedeira; (d) a capacidade
do promotor transgênico manter a
produção de RNAm para permitir uma
contínua síntese da proteína desejada
e (e) a viabilidade da célula hospedeira
após a sua transfecção. Em síntese,
para que um sistema de transferência
de genes para a célula-alvo venha a
ser ideal, será necessário que (a)
permita a inserção de DNA de vários
tamanhos; (b) possa ser facilmente
produzido e concentrado; (c) apresente
especificidade por células e tecidos;
(d) não tenha competência para se
reproduzir; (e) permita uma expressão
gênica de longa duração; (f) não seja
citotóxico e assim garantir a viabilidade
da célula hospedeira e (g) não ative o
sistema imunológico.

Transferência de genes
Vetores não-virais

Muitas vezes o que se deseja é
impedir a expressão de determinado
gene para corrigir uma função. Isso
pode ser obtido através de seqüências
curtas de DNA ou RNA, denominadas
oligonucleotídeos antisense, pela pro-
priedade que estes têm de reconhecer
seqüências específicas de bases,
inibindo a expressão de genes espe-
cíficos. O oligonucleotídeo antisense
pode agir (a) impedindo a maturação

de RNAm pela exclusão de íntrons;
(b) promovendo a degradação de fitas
duplas de DNA e RNA; (c) impedindo
a leitura do RNAm pelos ribossomos
e (d) formando uma fita tripla com o
DNA nativo e impedindo assim a
formação do RNA. Dentre as vanta-
gens dos oligonucleotídeos antisense
destacam-se: (a) a seqüência de DNA
é específica; (b) a sua captação pelas
células é relativamente eficiente; (c) não
é tóxico para a célula e (d) não causa
resposta imunoinflamatória. A inibição
antisense por meio de oligonucleotídeos
simples ou associados a lipossomos ou
vetores virais tem sido utilizada expe-
rimentalmente com sucesso visando
impedir a expressão dos genes dos
receptores de angiotensina em animais
hipertensos3.

Em outras situações o objetivo final
é introduzir na célula ou tecido-alvo
um gene que ao ser expressado venha
a corrigir determinada disfunção. O
meio mais simples de transferência de
genes para células do organismo é
através de DNA de plasmídio não-
associado. Esse método tem como
principais vantagens (a) a baixa
toxicidade; (b) a ausência de resposta
imunoinflamatória e (c) não requer
que a célula-alvo esteja em mitose. As
principais desvantagens são (a) a
dificuldade da molécula DNA pola-
rizada atravessar a membrana lipí-
dica da célula-alvo e (b) a ação de
DNAses da célula-alvo. Esse tipo de
vetor tem-se mostrado mais eficiente
na transdução de células musculares
esqueléticas e cardíacas.

Uma técnica bastante promissora
dentre as não-virais é o emprego de
lipossomos, que consiste na mistura
do DNA desejado com fosfolipídios,
resultando na formação de complexos
moleculares hidrofílicos envolvidos
com moléculas hidrofóbicas, facilitando
assim a passagem do material genético
pela membrana celular e protegendo
relativamente esse material do ataque
enzimático intracelular. Atualmente,
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é possível produzir lipossomos uni ou
multilamelares e podem ainda ter uma
carga elétrica, tornando-os complexos
do tipo aniônico ou catiônico. Assim,
aumentariam as chances de o trans-
gene atravessar a membrana celular e
alcançar o núcleo para utilização da
maquinaria de transcrição da célula
hospedeira, sem se integrar no seu
genoma. Os lipossomos como vetores
na terapia gênica destacam-se por (a)
ser não-tóxicos; (b) ser não-imuno-
gênicos; (c) poder transferir genes de
qualquer tamanho e (d) pela possi-
bilidade de serem transferidos para a
maioria dos tecidos. Apesar das
vantagens e do constante aprimora-
mento dos métodos acima descritos
para transferência de genes, a
utilização destes como ferramenta de
estudo em fisiologia ou com fins
terapêuticos ainda é muito limitada,
devido à baixa taxa de transfecção
obtida. A eficiência dos lipossomos
como vetores poderá aumentar se
forem desenvolvidas técnicas que
permitam associar a estes proteínas
virais que uma vez reconhecidas pelos
receptores de membrana (integrinas)
possam iniciar o processo de
endocitose, facilitando assim a chegada
do material genético até o núcleo da
célula-alvo.

Vetores virais

O uso de vetores virais para
transferência de genes aproveita-se
do fato de os vírus de mamíferos
terem desenvolvido mecanismos
eficientes para transferência de seu
genoma para células hospedeiras.
Para isso, os segmentos do genoma
viral responsáveis pela sua replicação
na célula hospedeira são removidos e
substituídos por um gene exógeno de
interesse e respectivas seqüências de
função promotora e função acen-
tuadora, tornando-o assim um vírus
recombinante e também replicante-
incompetente. Atualmente, centenas

de estudos de terapia gênica estão
sendo realizados em seres humanos
nos países desenvolvidos, utilizando-
se para isso vetores virais, princi-
palmente retrovírus e adenovírus.

Retrovírus. Os retrovírus foram
os primeiros vetores virais usados na
clínica e vêm sendo utilizados majo-
ritariamente por possibilitarem uma
expressão do transgene estável e mais
duradoura que os demais vetores4. O
adenovírus possui um envelope
glicoprotéico contendo duas cópias de
RNA, cada uma com aproximada-
mente 8,8 quilobases (kb) e 3 genes
(gag, pol e env), os quais são subs-
tituídos por um ou mais genes de
interesse. Ao penetrar na célula hos-
pedeira, o retrovírus utiliza uma
transcriptase reversa para transformar
o seu RNA em uma dupla fita de
DNA, o qual se dirige para o núcleo e
por ação da integrase viral o provírus
se integra aleatoriamente a um cro-
mossomo da célula hospedeira. O
provírus integrado utiliza a própria
maquinaria da célula hospedeira para
sintetizar novos filamentos de RNA e
assim originando e organizando o RNA
genômico viral e filamentos protéicos
que completam a estrutura viral.
Portanto, como na produção de retro-
vírus recombinantes são removidos os
genes que codificam proteínas
estruturais virais e proteínas media-
doras da replicação viral, linhagens
celulares capazes de fornecer estas
proteínas poderão ser úteis na
produção de vetores contendo os genes
de interesse e sem competência para
replicação. Na produção laboratorial
de vírus recombinantes, a tecnologia
disponível possibilita que junto com a
substituição do genoma viral pelo
transgene de interesse terapêutico,
acompanhado da respectiva seqüência
de promotor e acentuador, também
seja inserido um gene que codifica
resistência a antibióticos. Isso possi-
bilita selecionar as células que contêm
o vírus recombinante em culturas ex

vivo, bem como a subseqüente deter-
minação do título do vírus. A completa
eliminação do RNAm viral codificado
no vírus recombinante impossibilita
que antígenos virais possam desen-
cadear respostas imunes nas células
hospedeiras transduzidas. Na produ-
ção de retrovírus recombinante a partir
do vírus da leucemia murina de Molo-
ney, é utilizado um gene de envoltório
de uma linhagem específica e assim
possibilitando que o poder de trans-
fecção do vírus recombinante não seja
restrito às células murinas. A simples
estrutura genômica do retrovírus é um
dos maiores atrativos para a sua
utilização como vetor viral, o qual
pode ser administrado por transdução
ex vivo de células em cultura ou pela
administração direta no tecido de-
sejado. Dentre as vantagens do vetor
retroviral destacam-se (a) a persis-
tência do transgene, devido à sua
integração ao DNA cromossômico da
célula hospederia, e (b) a carência da
expressão de proteínas virais na sua
superfície e, conseqüentemente, menor
resposta imunoinflamatória, devido à
remoção completa do RNA viral codi-
ficado no retrovírus recombinante. Co-
mo desvantagens, destacam-se (a) a
dificuldade técnica na purificação e
obtenção de altos títulos do vírus re-
combinante; (b) a possibilidade de
originar mutações devido a sua inte-
gração aleatória e (c) sua deficiência
em transfectar células que não se
dividem, tornando-se um ponto crítico,
pois nos sistema cardiovascular adulto
a divisão celular é mínima.

Adenovírus. O adenovírus é atual-
mente o vetor viral recombinante mais
utilizado nos estudos básicos e clínicos
que têm por objetivo a transferência
de genes para tecidos do sistema car-
diovascular. Embora existam mais de
40 sorotipos de adenovírus humanos,
comumente encontrados nas vias
aéreas superiores, os vetores adeno-
virais mais utilizados são do sorotipo 5
e 2. Em contraste com os retrovírus, o
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adenovírus não possui envelope e
contém uma dupla fita de DNA com
36 kb. Fibras protéicas que emergem
do capsídeo icosaédrico interagem com
receptores (integrinas) na superfície
das células hospedeiras, levando à
internalização do vírus via endocitose
e posterior transferência do seu
genoma para o núcleo, onde se inicia
a transcrição do RNAm viral. Em
contraste com os retrovírus, o DNA
adenoviral dificilmente se integra ao
DNA genômico da célula hospedeira,
permanecendo portanto epissomal. O
adenovírus tornou-se um vetor viral
atraente nos estudos de fisiologia e na
terapia gênica pela capacidade que
este tem de transduzir um amplo es-
pectro de tecidos, incluindo o endotélio
vascular, os miócitos cardíacos e as
células do sistema nervoso central e
periférico, pois o mesmo não requer
que a célula hospedeira esteja em
divisão. Outra vantagem desse vetor
é que ele pode ser administrado por
múltiplas vias. A produção laboratorial
do vetor adenoviral recombinante
baseia-se no uso de plasmídios bacte-
rianos contendo o genoma do adeno-
vírus, no qual os genes E1, respon-
sáveis pela replicação do vetor, bem
como a parte não-essencial da região
E3 são removidos e substituídos pelo
gene de interesse terapêutico e em
seguida esse plasmídio vetor é cul-
tivado em meio de cultura bacteriana.
Para reprodução do vetor viral recom-
binante, são utilizadas linhagens 293
de células renais de embrião humano,
as quais têm a capacidade de expressar
as proteínas E1 necessárias para a
reprodução adenoviral, resultando,
assim, na produção de adenovírus
recombinantes e incompetentes para
replicação. A partir desse processo, o
vírus recombinante pode ser purificado,
concentrado em altos títulos utilizando-
se diferentes veículos e sem perda de
atividade, desde que mantido a tem-
peraturas ultrabaixas. Dentre as
principais vantagens desse vetor

adenoviral destacam-se (a) a pro-
dução e manipulação seguras; (b) a
fácil obtenção e purificação; (c) a
possibilidade de obtenção de altos
títulos; (d) a presença das integrinas
receptoras em grande variedade de
células nos mamíferos; (e) a capa-
cidade para acomodar grande
quantidade de material genético e (f)
não requerem o processo de mitose
para transferência de seu material
genético, capacitando-os, assim, para
transfectar a maioria das células do
sistema cardiovascular. Uma das
maiores desvantagens no uso de
vetores adenovirais das primeiras
gerações deve-se ao fato de estes
ainda carregarem uma alta percen-
tagem do seu genoma original e,
conseqüentemente, a expressão de
suas proteínas resulta em respostas
imunoinflamatórias nas células-alvo
usadas para fins de estudo ou terapia
gênica. Por isso, e conforme demons-
trado em estudos experimentais, a
expressão gênica em vários tecidos
atinge um pico em aproximadamente
5 dias, decresce para níveis basais
em 3 semanas e praticamente é inde-
tectável aos 80 dias pós-transfecção5,
e a readministração do vetor geral-
mente não resulta em sucesso6. Pelo
menos parte desse problema deve
ser superado após o desenvolvimento
de vetores adenovirais, nos quais
genes adicionais estão sendo mo-
dificados ou suprimidos visando re-
duzir a resposta imune das células
transduzidas7.

Vírus adeno-associado (AAV).
Trata-se de um parvovírus, cuja
estrutura do genoma é muito simples,
possui uma única fita de DNA de 4,7
kb, é encapsulado numa partícula ico-
saédrica não envelopada e é composto
dos genes rep e cap, os quais respecti-
vamente expressam proteínas respon-
sáveis pela replicação viral e proteínas
estruturais. O genoma viral integra-se
com alta especificidade ao cromos-
somo 19 do genoma de células hospe-

deiras humanas. O vírus permanece
latente na célula hospedeira (é por si
só replicante-incompetente) e só passa
para uma fase lítica na presença do
adenovírus, o qual irá viabilizar o
processo expressando seus genes
iniciais. O AAV recombinante utilizado
com fins de terapia gênica carece das
seqüências rep e cap. Para sua
produção é também utilizada a li-
nhagem de células 293 e o processo
requer ainda a presença do adenovírus.
Em comparação com os retrovírus e
adenovírus, a produção de AAV
recombinante é um processo difícil.
Embora o AAV recombinante seja
facilmente purificado e estocado por
longo períodos e tenha surgido um
vetor viral bastante promissor8, o seu
uso na terapia gênica é principalmente
limitado pela dificuldade em produzi-
lo em grandes quantidades, por
integrar-se ao genoma da célula
hospedeira e pelo diminuto espaço
para inserção do gene de interesse
terapêutico. Apesar disso, Phillips9

tenta demonstrar que este seria um
ótimo vetor viral para a transferência
de DNA antisense anti-receptores de
angiotensina.

Vírus herpes simples. Trata-se
de um vírus com DNA dupla fita de
152 kb, capaz de se replicar em células
hospedeiras que se dividem e aquelas
que não se dividem, nas quais per-
manece no estado epissomal. Dentre
as vantagens do seu uso como vetor
viral na terapia gênica estão (a) a
capacidade para acomodar no seu
genoma seqüências de transgenes de
20 a 30 kb; (b) a fácil obtenção de altos
títulos e (c) o seu neurotropismo10. É
um dos vetores virais mais estudados
visando a doença de Parkinson e o
tratamento de tumores cerebrais.
Dentre as maiores desvantagens
destacam-se a dificuldade técnica em
se obter preparações livres de vírus
com capacidade replicativa e pelo
potencial de toxicidade na célula
transduzida.
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As doenças do sistema
cardiovascular como alvo
para a terapia gênica

O desenvolvimento de técnicas de
transferência de genes, além de permitir
compreender a fisiologia e o processo
pelo qual as doenças cardiovasculares
se desenvolvem, também proporciona
um novo horizonte na terapia gênica e
conseqüente aplicação clínica. As
demonstrações experimentais de
transferência de genes exógenos para
o endotélio e células musculares lisas
dos vasos sanguíneos são fortes
indicadores de que a transferência
gênica poderá ser utilizada na clínica
para, por exemplo, alterar ou evitar a
aterosclerose, produzir vasodilatação
ou produzir anticoagulação.

Transferência de genes ex
vivo

Experimentos em laboratório pro-
porcionaram a obtenção de modelos
animais para doenças humanas, bem
como o desenvolvimento de estraté-
gias de transferência de genes para
posterior utilização com fins clínicos.
Utilizando técnicas ex vivo, demons-
trou-se que é possível utilizar o retro-
vírus recombinante para transduzir
células endoteliais de cães cuja ex-
pressão gênica persistia por mais de
cinco semanas11.

Experimentos feitos em coelhos
com hiperlipidemia hereditária mos-
traram que através da transferência
gênica ex vivo dos receptores de lipo-
proteína de baixa densidade (LDL) é
possível  reduzir esse distúrbio12. Para
isso, culturas de hepatócitos dos ani-
mais com hiperlipidemia foram expos-
tos ao retrovírus recombinante, que
expressa o receptor de LDL, e depois
os hepatócitos transduzidos foram inje-
tados via veia porta no mesmo animal.
Esses estudos laboratoriais abriram
caminho para posteriores estudos utili-

zando a transferência ex vivo para
tratamento de pacientes com hiperco-
lesterolemia familiar13. Todavia, a utili-
zação dessa técnica em laboratório e
principalmente na clínica requer um
rigoroso controle para impedir a conta-
minação durante a coleta das células
e o reimplante das mesmas após trans-
duzidas.

Transferência de genes in vivo

Uma das estratégias para trans-
ferência de genes mais estudadas tem
sido a técnica in vivo de transferência
gênica, a qual consiste em injetar o
vetor viral codificando o gene de
interesse diretamente no tecido14 do
organismo ou nas células de tecidos
dissociados e mantidas em cultura15.

Uma das técnicas desenvolvidas e
já testada por vários pesquisadores no
sistema cardiovascular consiste em
utilizar um cateter de balão duplo que
promove o isolamento do segmento
arterial desejado, no qual é aplicada a
solução contendo o gene de interes-
se16,17. Todavia, a aplicação intralumi-
nal vascular de vetores virais oferece
algumas limitações, dentre as quais
destacamos o fato de a transferência
do gene ficar limitada àquele segmento.
Outro potencial da terapia gênica é a
demonstração num modelo experi-
mental de re-estenose mostrando que
o uso de um vetor adenoviral codificando
a timidina e associado com a ganciclovir
efetivamente bloqueia a hiperplasia do
músculo liso arterial18, resultado este
que pode ter aplicabilidade nas re-
estenoses que ocorrem em pacientes
submetidos à angioplastia coronária.

Vários estudos experimentais e
clínicos mostram que a transferência
de genes pode ser utilizada para induzir
a produção de fatores de crescimento
endotelial vascular e de fibroblastos e,
conseqüentemente, induzir a angio-
gênese terapêutica aplicada no trata-
mento de isquemia do miocárdio e na
insuficiência arterial periférica19-22. O

miocárdio é obviamente outro alvo
para a transferência gênica. Embora
os miócitos em cultura possam ser
facilmente transduzidos por vetores
adenovirais, a transferência in vivo
de genes para o miocárdio ainda conta
com vários obstáculos a serem supe-
rados, conforme observado em experi-
mentos com porcos e cães23-25.

A aterosclerose é outra doença-
alvo que tem motivado as pesquisas
de transferência in vivo de genes em
animais experimentais. Nessa linha
de pesquisa, há estudos mostrando
uma drástica redução na meia-vida da
LDL de camundongos normais após a
administração intravenosa de vetores
adenovirais codificando o gene do
receptor de LDL26.

Experimentos em ratos com hiper-
tensão arterial mostraram que é pos-
sível obter uma significante redução
da pressão arterial após manipulação
gênica para aumentar a expressão do
gene da calicreína ou diminuir a
produção de angiotensinogênio27,28.
Também a injeção intracerebroven-
tricular de vírus adeno-associados
codificando um antisense anti-recep-
tores de angiotensina II foi capaz de
reduzir a pressão arterial de ratos
geneticamente hipertensos por até 9
semanas9.  Recentemente nós desen-
volvemos uma estratégia para trans-
ferência de genes visando futuramente
repor o gene da vasopressina na dia-
betes insipidus hereditária e assim
restaurar a homeostase cardiovascular
e o controle dos fluidos no organismo29.
Para isso, injetamos o vetor adenoviral
recombinante e replicante-deficiente
na neurohipófise de camundongos e
verificamos que após 4 dias o vetor
viral havia se deslocado retrogra-
damente pelas terminações axônicas
para os neurônios produtores de
vasopressina que estão localizados em
núcleos hipotalâmicos. Isso mostra
que podemos utilizar estratégias e pro-
priedades virais, ainda que experi-
mentais neste momento, para seletiva-
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mente expressar o gene de interesse
em tecidos específicos.

Transferência de genes in vitro

Estudos de transferência in vitro
de genes para vasos sanguíneos têm
contribuído significativamente para o
entendimento da fisiologia e de várias
fisiopatologias do sistema vascular. De-
vido à importância dada à descoberta
do óxido nítrico como fator de relaxa-
mento derivado do endotélio, a maioria
das pesquisas sobre transferência de
genes para vasos isolados nos últimos
tem enfocado principalmente o gene
que expressa a óxido nítrico sintase
endotelial. Alguns desses estudos mos-
tram que a aplicação de vetores adeno-
virais codificando o gene que expressa
essa enzima em artérias carótidas
comuns de coelhos30 e artérias basilares
de cães31 resulta em aumento signifi-
cativo do relaxamento dos vasos frente
à estímulos apropriados.

Animais transgênicos

Reconhecidamente, modelos clás-
sicos de animais experimentais têm
contribuído significativamente para o
entendimento da fisiologia e das
diferentes fisiopatologias do ser humano.
Na área de doenças cardiovasculares
temos como exemplos de tais contri-
buições (a) o modelo de desnervação
dos barorreceptores sino-aórticos no rato;
(b) os modelos de hipertensão reno-
vascular renina-dependente e volume-
dependente no rato e (c) o rato com
hipertensão genética (SHR – sponta-
neously hypertensive rat).

A partir das últimas duas décadas,
o desenvolvimento de procedimentos
de biologia molecular e de manipulação
de genes possibilitou a produção de
animais transgênicos por modificação,
deleção ou adição de genes, os quais
muito têm auxiliado no entendimento
das fisiopatologias cardiovasculares e
a reprodução experimental de doenças

causadas por mutação32. O procedi-
mento para gerar um animal transgê-
nico geralmente consiste em introdu-
zir aleatoriamente um transgene no
genoma do animal, o qual se espera
que seja transmitido às próxima gera-
ções e o qual irá alterar uma deter-
minada função do organismo. Todavia,
a expressão transgênica é dependente
de vários fatores, tais como o tipo de
promotor e elementos acentuadores,
o número de cópias incorporadas e o
locus onde ocorreu a integração do
transgene.  No entanto, está em ritmo
acelerado o aprimoramento da
tecnologia de transgênicos que
permitirá superar esses problemas e
poderemos então regular o momento
certo e o nível de expressão desejado
do transgene e, além disso, inativar o
gene de interesse de modo a garantir
a especificidade pelo tecido.

A aterosclerose é uma das doenças-
alvo, que motivou a utilização de técnicas
de manipulação genética de células
embrionárias viáveis no camundongo,
as quais consistem em gerar mutantes
nulos para determinados genes rela-
cionados com aterosclerose, animais
estes denominados knock-out33.
Atualmente estão disponíveis para o
pesquisador camundongos knock-out
para receptores de LDL humanos e
para apolipoproteínas (apoA e apoE),
os quais apresentam elevados níveis de
lipoproteínas de densidade baixa (LDL)
e intermediária (IDL). Interessante que
a tecnologia de geração de camun-
dongos knock-out pode ser associada
com a de transferência de genes, numa
demonstração que a terapia gênica
pode ser utilizada para corrigir a ausência
congênita de certos genes. Por exem-
plo, foi demonstrado que a injeção de
vetores adenovirais codificando o re-
ceptor de LDL humano ou ApoE era
capaz de normalizar os níveis séricos
de lipoproteínas, bem como prevenir a
aterosclerose de camundongos knock-
out para receptores LDL ou ApoE34-37.
Recentemente nós também demons-

tramos em camundongos knock-out
para ApoE que a disfunção do reflexo
barorreceptor podia ser revertido pela
aplicação de solução adenoviral codi-
ficando o gene da superóxido desmu-
tase e catalase no seio carotídeo38.

O fenótipo do animal transgênico é
altamente dependente da espécie, em
que por exemplo a superexpressão do
gene humano para renina ou angioten-
sinogênio resulta em hipertensão
arterial no rato, mas não no camun-
dongo. Por outro lado, o camundongo
transgênico para renina humana só é
capaz de produzir angiotensina I se ele
também for transgênico para expressar
o angiotensinogênio humano. Além
disso, camundongos knock-out para
um determinado gene não necessa-
riamente irão apresentar o fenótipo
esperado. Por exemplo, camundongos
knock-out para endotelina 1 inespera-
damente apresentam leve aumento da
pressão arterial quando heterozigotos,
provavelmente devido à interferência
de outros fatores de regulação car-
diovascular.  Por outro lado, os camun-
dongos knock-out homozigotos para o
gene da endotelina 1 não sobrevivem
devido à manifestação de anormalidades
craniofaciais e respiratórias. A tabela 1
mostra alguns exemplos de modelos de
adição e deleção de genes em animais
transgênicos utilizados como modelos
de doenças cardiovasculares.

Conclusões e
perspectivas

Passos fundamentais foram dados
nas pesquisas básicas e clínicas de
manipulação de genes, o que no futuro
poderá revolucionar a prática de
medicina de como tratar, curar e pre-
venir um vasto espectro de doenças
cardiovasculares. Apesar de vários
vetores virais e não-virais estarem hoje
aperfeiçoados e disponíveis para o fisio-
logista e clínico, ainda estamos muito
longe de dispormos de um sistema de
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transferência de genes que seja ao
mesmo tempo (a) seguro; (b) de efeitos
marcantes e duradouros no tecido-alvo
e (c) que, assim como desejaríamos
para a farmacoterapia clássica, que
tenha especificidade pelo tecido-alvo e

Manipulação gênica Fenótipo Referência
Gene adicionado

Renina (c) Hipertensão (r) 39
Renina (h) Hipertensão (r) 40
Angiotensinogênio (h) Hipertensão (r) 40
Angiotensinogênio (r) Hipertensão (c) 41
Renina/angiotensinogênio (h) Hipertensão e disfunção do barorreflexo (c) 42
Peptídio natriurético atrial Hipotensão 43
Vasopressina Diabetes insipidus nefrogênica 44
Receptor de LDL Proteção contra aterosclerose 45
Apolipoproteína E Menor risco de aterosclerose 46
Receptor adrenérgico α1 Hipertrofia ventricular 47
α-miosina cardíaca de cadeia pesada Hipertiofia ventricular 48
Fator miogênico Insuficiência cardíaca 49

Gene deletado (knock-out)
Endotelina 1 Leve hipertensão (heterozigoto) 50
Receptor de bradicinina B2 Hipertensão com dieta em sal 51
Receptor de LDL Hiperlipedimia e aterosclerose 34
Apolipoproteína E Hiperlipedimia e aterosclerose 52
Apolipoproteína/receptor de LDL Aterosclerose severa e remodelamento vascular 53
Óxido nítrico sintase endotelial Hipertensão e aumento da variabilidade pressórica 54, 55

Tabela 1 – Exemplos de alguns modelos de adição e deleção de genes em animais experimentais para alterar fenótipos
associados com doenças cardiovasculares. Abreviaturas: (c) camundongo; (r) rato; (h) humano.

não cause efeitos colaterais. A mani-
pulação gênica também está possibili-
tando o desenvolvimento de animais
transgênicos, os quais já são centenas
deles e que estão servindo como uma
nova ferramenta de estudo na fisiologia

e como modelos para doenças gené-
ticas do ser humano. Infelizmente, as
tecnologias de  biologia molecular e de
manipulação de genes são de custos
elevados e, portanto, acessíveis para
muito poucos cientistas no Brasil.
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Abstract

Manipulation of gene expression for the under-
standing and treatment of cardiovascular diseases

The reported good progress of the Human Genome
Project supports the medical potential of gene-based
therapies. With increasing knowledge of molecular biology
techniques and how to manipulate gene expression
researchers have developed estrategies of gene delivery
that in the near future will enable us to correct, prevent and
treat human diseases. Gene delivery systems are based on

Keywords: Gene delivery; Viral vectors; Transgenic animals.

Rev Bras Hipertens 8: 96-104, 2001

the use of several engineered viral (such as adenovirus,
adeno-associated virus, retroviruses and herpes simplex
virus) and non-viral vectors (such as naked DNA and
liposomes) which have been studied in physiology and tested
in clinical trials during the last decade.  Additionally, there are
available many transgenic animals in which a specific gene
was inserted (rat and mouse) or deleted (knock out mouse)
to be used as animal models of human diseases, such as heart
failure, arterial hypertension and atherosclerosis. Also, the
estrategies of adenoviral-mediad gene delivery and transgenic
animals can be associated to study the effectiveness of gene
therapy for treatment of genetic diseases.
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