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Resumo

O recente anuncio do sucesso do projeto Genoma
Humano constitui-se num grande estimul o paraosestudos
gue visam utilizar a transferéncia de genes com fins
terapéuticos clinicos. Devido ao crescente acimulo de
conhecimento sobre técnicas de biologiamolecular e de
como manipul ar aexpressdo dosgenes, 0s pesgui sadores
também desenvolveram estratégias para a transferéncia
de genes, com as quais esperamos que num futuro
préximo possamos corrigir, prevenir e tratar as doengas
do ser humano. Os sistemas de transferéncia de genes
baseiam-se no uso de diferentes vetores virais
transformados em replicantes-deficientes (tais como o
adenovirus, o virus adeno-associado, o retrovirus e o

virus herpes simples) e vetores ndo-virais (tais como
oligonucleotideos antisense, DNA de plasmidio e
lipossomos), os quais vém sendo estudados durante os
ultimos dez anos em fisiologia e testados na clinica.
Atualmente também estdo disponiveis muitos animais
transgéni cos, aos quaisum gene especificofoi adicionado
(ratose camundongos) ou retirado (camundongosknock-
out). Esses animais podem ser usados como modelos de
estudo paraas diferentesfisiopatol ogias do ser humano,
tais como: insuficiéncia cardiaca, hipertensdo arterial e
aterosclerose. Além disso, a estratégia de transferéncia
degenesatravésdevetoresadenoviraispode ser associada
com atecnol ogia de animais transgénicos para estudar a
eficacia da terapia génica no tratamento de diversas
doencas genéticas.
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Manipulacaoda
eXpressao génica e
terapiagénica

A terapiagénicasométicaconsiste
na manipulagdo ou corregdo da ex-

pressdo génica em células-alvo ou
transferéncia de genes para células
comfinaidadeterapéutica. O primeiro
uso da terapia génica em seres hu-
manos foi iniciado, em 1990, numa
garotacomimunodeficiéncialetal cau-
sada pela deficiéncia da adenosina

deaminase, agual recebeu umatrans-
fusdo delinfdcitosgeneticamentecor-
rigidos e cujaexpressao do transgene
foi delongaduragdot. Os avangos da
biologia molecular nas dltimas duas
décadas contribuiram muito para o
desenvolvimento detécnicasdetrans-
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feréncia ex vivo, in situ, in vivo e in
vitro de genes visando corrigir ou
repor a expressdo de determinado
gene defeituoso. Estudos queinicial-
mente tinham como objetivo o trata-
mento de doengas hereditarias hu-
manas decorrentes de defeitos mono-
génicos, tal como afibrose cistica, e
evoluiramatal pontoquehojeaterapia
génica € vista como promissora no
tratamento de doencas adquiridas,
dentreelasaguelasque sdo deorigem
poligénicae que afetam afungdo nor-
mal do sistema cardiovascular, tais
como a hipertensdo arterial, aateros-
cleroseeoinfartodomiocérdio. Além
disso, a transferéncia de genes é
utilizadahojepel osfis ol ogistascomo
uma poderosa ferramenta para o
entendimento dos diferentes meca-
nismosdacélulanormal.

Conformesugerido por Rios?, sdo
necessarias pelo menos dez etapas
paraque atransferéncia génicapossa
atingir um uso terapéutico nasdoencas
cardiovasculares: (1) desenvolver um
vetor que sgja seguro e eficiente; (2)
preparar 0 vetor para transportar o
gene de interesse; (3) aterar uma
func&o detecidosem cultura; (4) alte-
rar a fungdo no vaso sanguineo in
vitro; (5) transferir invivo o vetor; (6)
alterar afuncdo in vivo; (7) corrigir a
disfuncéo em estadosfisiopatol 6gicos
experimentais; (8) suprimir aresposta
imunol6gica; (9) alterar afuncdo em
individuos normais e (10) corrigir a
disfuncdo no ser humano.

Embora inimeros obstaculos ja
tenham sido superados nos ultimos
dez anoseaterapiagénicasejaatual-
mente uma das areas de pesquisa
basicaeclinicademaior investimento
nos paises desenvolvidos, ainda
estamos muito distantes de um
procedimento terapéutico ideal. Para
isto, centenas de laboratérios se
dedicam constantemente a busca e
otimizacdo de sistemas de transfe-
réncia in vivo de genes tendo como
base 0 uso de vetores virais e nédo-

virais. Todavia, assim como ocorre
com os f&rmacos, os cientistas tém
como preocupacdo superar as difi-
culdadesdedirigir o geneterapéutico
especificamente para aguele tecido
em estudo ou a ser tratado, evitando
assim seus efeitosem células que ndo
sdoalvo. Outro pontocritico naterapia
génica é a resposta de rejeicdo da
célula hospedeira, bem como a
duracdo da expressdo do gene
transferido, asquaisdependem deum
ou mais fatores, tais como (a) ares-
postaimuneao vetor vira; (b) arespos-
ta imune a sintese da nova proteing;
(c) apersisténciado DNA transgénico
nacélulahospedeira; (d) acapacidade
do promotor transgénico manter a
producéo deRNAm parapermitir uma
continuasintese da proteinadesgjada
e(e) aviabilidadedacélulahospedeira
ap0s a sua transfecgdo. Em sintese,
paraque um sistemadetransferéncia
de genes para a célula-alvo venha a
ser ideal, serd necessario que (a)
permitaainser¢ao de DNA devéarios
tamanhos; (b) possa ser facilmente
produzido econcentrado; (¢) apresente
especificidade por células e tecidos;
(d) ndo tenha competéncia para se
reproduzir; (€) permitaumaexpressao
génicade longaduracdo; (f) ndo sgja
citotoxicoeass mgarantir aviabilidade
dacélulahospedeirae (g) ndo ative 0
sistemaimunol égico.

Transfer éncia de genes

Vetores nao-virais

Muitas vezes 0 que se desgja é
impedir a expressdo de determinado
gene para corrigir uma fungdo. Isso
pode ser obtido através de seqliéncias
curtasdeDNA ou RNA, denominadas
oligonucleotideosantisense, pelapro-
priedade que estestém de reconhecer
sequéncias especificas de bases,
inibindo a expressdo de genes espe-
cificos. O oligonucleotideo antisense
pode agir (a) impedindo a maturac&o
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de RNAm pela exclusdo de introns;
(b) promovendo adegradac&o defitas
duplasdeDNA eRNA; (c) impedindo
aleiturado RNAm pel os ribossomos
e (d) formando umafitatriplacom o
DNA nativo e impedindo assim a
formacdo do RNA. Dentre as vanta-
gens dos oligonucl ectideos antisense
destacam-se: (a) asequénciade DNA
é especifica; (b) a sua captacdo pelas
céulasérdativamenteeficiente; (¢) néo
€ tdxico para a cdula e (d) ndo causa
respostaimunoinflamatéria. A inibicéo
antisensepor meiodeoligonucl eotideos
s mplesou associadosalipossomosou
vetoresviraistemsido utilizadaexpe-
rimentalmente com sucesso visando
impedir a expressdo dos genes dos
receptoresdeangiotensinaemanimais
hipertensos®.

Emoutrassituagbeso objetivofina
€ introduzir na célula ou tecido-alvo
um gene que ao ser expressado venha
a corrigir determinada disfungéo. O
meio maissimplesdetransferénciade
genes para células do organismo é
através de DNA de plasmidio nao-
associado. Esse método tem como
principais vantagens (a) a baixa
toxicidade; (b) aausénciaderesposta
imunoinflamatéria e (¢) ndo requer
gueacédula-alvoestejaemmitose. As
principais desvantagens sdo (a) a
dificuldade da molécula DNA pola-
rizada atravessar a membrana lipi-
dica da célula-alvo e (b) a acéo de
DNAses dacélula-alvo. Essetipo de
vetor tem-se mostrado mais eficiente
na transducdo de células musculares
esguel éticas e cardiacas.

Uma técnica bastante promissora
dentre as ndo-virais € 0 emprego de
lipossomos, que consiste na mistura
do DNA desgjado com fosfalipidios,
resultando naformag&o de complexos
moleculares hidrofilicos envolvidos
commoléculashidrofdbicas, facilitando
assimapassagem do materia genético
pela membrana celular e protegendo
relativamente essematerial do ataque
enzimatico intracelular. Atualmente,
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épossivel produzir lipossomosuni ou
multilamelarese podemaindater uma
cargael étrica, tornando-oscompl exos
dotipo aniénico ou catidnico. Assim,
aumentariam as chances de o trans-
geneatravessar amembranacelular e
alcancar o nucleo para utilizacdo da
maguinaria de transcricdo da célula
hospedeira, sem se integrar no seu
genoma. Oslipossomoscomo vetores
naterapiagénica destacam-se por (a)
ser ndo-toxicos; (b) ser ndo-imuno-
génicos; (c) poder transferir genesde
gualgquer tamanho e (d) pela possi-
bilidade de serem transferidos paraa
maioria dos tecidos. Apesar das
vantagens e do constante aprimora-
mento dos métodos acima descritos
para transferéncia de genes, a
utilizagdo destes como ferramentade
estudo em fisiologia ou com fins
terapéuticos ainda € muito limitada,
devido a baixa taxa de transfeccdo
obtida. A eficiéncia dos lipossomos
como vetores podera aumentar se
forem desenvolvidas técnicas que
permitam associar a estes proteinas
viraisgueumavez reconhecidaspel os
receptores de membrana (integrinas)
possam iniciar 0 processo de
endocitose, facilitandoass machegada
do material genético até o nlicleo da
célula-avo.

Vetores virais

O uso de vetores virais para
transferéncia de genes aproveita-se
do fato de os virus de mamiferos
terem desenvolvido mecanismos
eficientes para transferéncia de seu
genoma para células hospedeiras.
Para isso, 0s segmentos do genoma
viral responséveispelasuareplicacdo
nacélulahospedeirasio removidos e
substituidos por um gene exdgeno de
interesse e respectivas sequiéncias de
funcdo promotora e funcdo acen-
tuadora, tornando-o assim um virus
recombinante e também replicante-
incompetente. Atualmente, centenas

de estudos de terapia génica estéo
sendo realizados em seres humanos
nos paisesdesenvolvidos, utilizando-
Se para isso vetores virais, princi-
palmente retrovirus e adenovirus.
Retrovirus. Os retrovirus foram
0s primeiros vetores virais usados ha
clinica e vém sendo utilizados majo-
ritariamente por possibilitarem uma
expressao dotransgeneestavel emais
duradoura que os demais vetores*. O
adenovirus possui um envelope
glicoprotéico contendo duascépiasde
RNA, cada uma com aproximada-
mente 8,8 quilobases (kb) e 3 genes
(gag, pol e env), os quais sdo subs-
tituidos por um ou mais genes de
interesse. Ao penetrar na célula hos-
pedeira, o retrovirus utiliza uma
transcriptasereversaparatransformar
0 seu RNA em uma dupla fita de
DNA, oqual sedirigeparaontcleoe
por acdo daintegraseviral o provirus
se integra aleatoriamente a um cro-
mossomo da célula hospedeira. O
provirus integrado utiliza a prépria
maquinariadacéulahospedeirapara
sintetizar novosfilamentosdeRNA e
assmoriginandoeorganizandooRNA
gendmicoviral efilamentosprotéicos
que completam a estrutura viral.
Portanto, como naproducéo deretro-
virusrecombinantessdo removidosos
genes que codificam proteinas
estruturais virais e proteinas media-
doras da replicacgdo viral, linhagens
celulares capazes de fornecer estas
proteinas poderdo ser Gteis na
producdo devetorescontendo osgenes
de interesse e sem competéncia para
replicacéo. Na produgdo laboratorial
de virus recombinantes, atecnologia
disponivel possibilitaquejuntocoma
substituicdo do genoma viral pelo
transgene de interesse terapéutico,
acompanhado darespectivaseqiiéncia
de promotor e acentuador, também
segja inserido um gene que codifica
resisténcia a antibiéticos. 1sso possi-
bilitasel ecionar ascélulasquecontém
0 virus recombinante em culturas ex

Vivo, bem como a subsequiente deter-
minacdodotitulodovirus. A completa
eliminagdodo RNAmviral codificado
no virus recombinante impossibilita
que antigenos virais possam desen-
cadear respostas imunes nas células
hospedeiras transduzidas. Na produ-
¢ao deretrovirusrecombinanteapartir
dovirusdaleucemiamurinadeMolo-
ney, éutilizado umgenedeenvoltério
de uma linhagem especifica e assim
possibilitando que o poder de trans-
feccdo do virusrecombinantendo seja
restrito ascélulasmurinas. A simples
estruturagenémicadoretroviruséum
dos maiores atrativos para a sua
utilizagdo como vetor viral, o qual
pode ser administrado por transdugéo
ex vivo de células em culturaou pela
administraco direta no tecido de-
sgjado. Dentre as vantagens do vetor
retroviral destacam-se (a) a persis-
téncia do transgene, devido a sua
integragcéo ao DNA cromossdmico da
célulahospederia, e (b) acarénciada
expressao de proteinas virais na sua
superficiee, conseglientemente, menor
respostaimunoinflamatéria, devidoa
remocao completado RNA viral codi-
ficadonoretrovirusrecombinante. Co-
mo desvantagens, destacam-se (@) a
dificuldade técnica na purificacdo e
obtencdo de atos titulos do virus re-
combinante; (b) a possibilidade de
originar mutacOes devido a sua inte-
gracdo aeatdriae (c) suadeficiéncia
em transfectar células que ndo se
dividem, tornando-seum ponto critico,
poisnossistemacardiovascul ar adulto
adivisdo celular éminima.
Adenovirus. O adenoviruséatual-
menteovetor viral recombinantemais
utilizado nosestudosbési coseclinicos
gue tém por objetivo a transferéncia
de genes paratecidos do sistema car-
diovascular. Emboraexistam maisde
40 sorotipos de adenovirus humanos,
comumente encontrados has vias
aéreas superiores, 0s vetores adeno-
viraismaisutilizadosséo do sorotipo 5
e 2. Emcontraste com osretrovirus, o
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adenovirus ndo possui envelope e
contém uma dupla fitade DNA com
36 kb. Fibras protéicas que emergem
docapsideoicosaédricointeragemcom
receptores (integrinas) na superficie
das células hospedeiras, levando a
internalizagdo do virusviaendocitose
e posterior transferéncia do seu
genomaparao nucleo, onde seinicia
a transcricdo do RNAm viral. Em
contraste com os retrovirus, o DNA
adenoviral dificilmente seintegraao
DNA gendmico dacélulahospedeira,
permanecendo portanto epissomal. O
adenovirus tornou-se um vetor viral
atraente nosestudosdefisiologiaena
terapia génica pela capacidade que
este tem de transduzir um amplo es-
pectrodetecidos, incluindooendotédio
vascular, os miécitos cardiacos e as
células do sistema nervoso central e
periférico, pois 0 mesmo ndo requer
gue a célula hospedeira estegja em
divisdo. Outra vantagem desse vetor
€ gque ele pode ser administrado por
multiplasvias. A producéolaboratoria
do vetor adenoviral recombinante
basei a-se no uso de plasmidiosbacte-
rianos contendo o genomado adeno-
virus, no qual os genes E1, respon-
saveis pela replicacdo do vetor, bem
como a parte ndo-essencial daregido
E3 sdo removidos e substituidos pelo
gene de interesse terapéutico e em
seguida esse plasmidio vetor é cul-
tivado em meio de culturabacteriana.
Parareproducdo do vetor viral recom-
binante, sdo utilizadas linhagens 293
decélulasrenaisde embrido humano,
asquaistémacapacidade deexpressar
as proteinas E1 necess&rias para a
reproducéo adenoviral, resultando,
assim, na produgdo de adenovirus
recombinantes e incompetentes para
replicacdo. A partir desse processo, 0
virusrecombinantepodeser purificado,
concentrado emdtostitul osutilizando-
sediferentes veicul os e sem perdade
atividade, desde que mantido a tem-
peraturas ultrabaixas. Dentre as
principais vantagens desse vetor

adenoviral destacam-se (@) a pro-
ducéo e manipulagdo seguras; (b) a
facil obtencdo e purificacdo; (c) a
possibilidade de obtencdo de altos
titulos; (d) a presenca das integrinas
receptoras em grande variedade de
células nos mamiferos; (e) a capa-
cidade para acomodar grande
quantidade de material genético e(f)
n&o requerem O processo de mitose
para transferéncia 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
geracOes deve-se ao fato de estes
ainda carregarem uma alta percen-
tagem do seu genoma original e,
consequientemente, a expressdo de
suas proteinas resulta em respostas
imunoinflamatorias nas células-alvo
usadas parafins de estudo ou terapia
génica. Por isso, e conformedemons-
trado em estudos experimentais, a
expressdo génica em varios tecidos
atinge um pico em aproximadamente
5 dias, decresce para niveis basais
em 3 semanas e praticamente éinde-
tectével aos80 diaspois-transfecgao®,
e a readministracdo do vetor geral-
mente ndo resulta em sucesso®. Pelo
menos parte desse problema deve
ser superado ap6s o desenvolvimento
de vetores adenovirais, nos quais
genes adicionais estdo sendo mo-
dificados ou suprimidos visando re-
duzir a resposta imune das células
transduzidas’.

Virus adeno-associado (AAV).
Trata-se de um parvovirus, cuja
estruturado genomaé muito simples,
possui umaunicafitade DNA de4,7
kb, éencapsulado numaparticulaico-
saédricanao envel opadae écomposto
dosgenesrep e cap, osquai srespecti-
vamente expressam proteinasrespon-
saveispelareplicacdovira eproteinas
estruturais. O genomaviral integra-se
com alta especificidade a0 cromos-
somo 19 do genomade célulashospe-
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deiras humanas. O virus permanece
latente na célula hospedeira (é por s
soreplicante-incompetente) esd passa
para uma fase litica na presenca do
adenovirus, o qual ira viabilizar o
processo expressando seus genes
iniciais. OAAV recombinanteutilizado
com fins de terapia génicacarece das
seqliéncias rep e cap. Para sua
producdo é também utilizada a li-
nhagem de células 293 e 0 processo
requer aindaapresencado adenovirus.
Em comparac&o com os retrovirus e
adenovirus, a producdo de AAV
recombinante é um processo dificil.
Embora o AAV recombinante sgja
facilmente purificado e estocado por
longo periodos e tenha surgido um
vetor viral bastante promissors, o seu
uso naterapiagénicaé principa mente
limitado peladificuldadeem produzi-
lo em grandes quantidades, por
integrar-se a0 genoma da célula
hospedeira e pelo diminuto espago
para inser¢do do gene de interesse
terapéutico. Apesar disso, Phillips®
tenta demonstrar que este seria um
6timo vetor viral paraatransferéncia
de DNA antisense anti-receptores de
angiotensina.

Virus herpes simples. Trata-se
de um virus com DNA duplafitade
152kb, capaz desereplicar emcéulas
hospedeirasque sedividem eaquelas
gue ndo se dividem, nas quais per-
manece ho estado epissomal. Dentre
as vantagens do seu uso como vetor
viral na terapia génica estdo (a) a
capacidade para acomodar no seu
genoma sequiéncias de transgenes de
20a30kb; (b) afacil obtencdo dealtos
titulos e () o seu neurotropismo®. E
um dosvetores virais mais estudados
visando a doenca de Parkinson e o
tratamento de tumores cerebrais.
Dentre as maiores desvantagens
destacam-se a dificuldade técnicaem
se obter preparacoes livres de virus
com capacidade replicativa e pelo
potencial de toxicidade na célula
transduzida.
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Asdoencasdo sistema
cardiovascular como alvo
paraaterapiagénica

O desenvolvimento detécnicasde
transferénciadegenes, démdepermitir
compreender afisiologiaeo processo
peloqual asdoengascardiovasculares
sedesenvolvem, também proporciona
um novo horizonte naterapiagénicae
consequente aplicagdo clinica. As
demonstragdes experimentais de
transferénciade genes exdgenos para
o endotélio ecélulasmusculareslisas
dos vasos sanguineos séo fortes
indicadores de que a transferéncia
génicapoderaser utilizadanaclinica
para, por exemplo, alterar ou evitar a
aterosclerose, produzir vasodil atacdo
ou produzir anticoagul agéo.

Transfer éncia de genes ex
Vivo

Experimentosem laboratdrio pro-
porcionaram a obtenc&o de modelos
animais para doencas humanas, bem
como o desenvolvimento de estraté-
gias de transferéncia de genes para
posterior utilizagdo comfinsclinicos.
Utilizando técnicas ex vivo, demons-
trou-se que é possive utilizar oretro-
virus recombinante para transduzir
células endoteliais de caes cuja ex-
pressao génica persistia por mais de
cinco semanast.

Experimentos feitos em coelhos
com hiperlipidemia hereditéria mos-
traram que através da transferéncia
génicaexvivo dosreceptoresdelipo-
proteinade baixadensidade (LDL) é
possivel reduzir essedistdrbio’?. Para
isso, culturas de hepatdcitos dos ani-
maiscom hiperlipidemiaforam expos-
tos ao retrovirus recombinante, que
expressao receptor deLDL, edepois
oshepatécitostransduzidosforaminje-
tadosviaveiaportanomesmoanimal.
Esses estudos laboratoriais abriram
caminho paraposterioresestudostutili-

zando a transferéncia ex vivo para
tratamento de pacientescom hiperco-
lesterolemiafamiliar’®. Todavia, autili-
zag80 dessa técnica em laboratorio e
principalmente na clinica requer um
rigoroso controle paraimpedir aconta-
minagdo durante a coleta das células
eoreimplantedasmesmasapdstrans-
duzidas.

Transferénciadegenesin vivo

Uma das edtratégias para trans-
ferénciade genesmaisestudadastem
sido atécnicainvivo detransferéncia
génica, a qual consiste em injetar o
vetor viral codificando o gene de
interesse diretamente no tecido'* do
organismo ou nas células de tecidos
dissociados e mantidas em cultura®>.

Uma das técnicas desenvolvidas e
jatestada por vérios pesquisadores no
sistema cardiovascular consiste em
utilizar um cateter de bal&o duplo que
promove o isolamento do segmento
arteria desgjado, no qual é aplicadaa
solucéo contendo o gene de interes-
sel6Y’, Todavia, aaplicacao intralumi-
nal vascular de vetores virais oferece
algumas limitagbes, dentre as quais
destacamos o fato de a transferéncia
dogeneficar limitadaaguel esegmento.
Outro potencial daterapia génicaé a
demonstragdo num modelo experi-
mental de re-estenose mostrando que
ousodeumvetor adenovird codificando
atimidinaeassociadocomaganciclovir
efetivamentebloqueiaahiperplasiado
musculo liso arteriall8, resultado este
gque pode ter aplicabilidade nas re-
estenoses que ocorrem em pacientes
submetidos aangioplastiacoronaria.

Varios estudos experimentais e
clinicos mostram que atransferéncia
degenespodeser utilizadaparainduzir
aproducéo defatores de crescimento
endotelia vascular edefibroblastose,
consequientemente, induzir a angio-
génese terapéutica aplicada no trata-
mento deisguemiado miocardio ena
insuficiénciaarterial periférical®?. O

miocérdio é obviamente outro alvo
para a transferéncia génica. Embora
0s midcitos em cultura possam ser
facilmente transduzidos por vetores
adenovirais, a transferéncia in vivo
degenesparao miocardio aindaconta
com varios obstacul os a serem supe-
rados, conformeobservado em experi-
mentos com porcos e caes™> 2,

A aterosclerose € outra doenca-
avo que tem motivado as pesguisas
de transferénciain vivo de genes em
animais experimentais. Nessa linha
de pesquisa, ha estudos mostrando
umadrasticareducéo nameia-vidada
LDL decamundongosnormaisapdsa
administracdo intravenosade vetores
adenovirais codificando o gene do
receptor de LDL?,

Experimentosem ratoscom hiper-
tensdo arterial mostraram gue é pos-
sivel obter uma significante reducéo
da presséo arteria apds manipulacdo
génica paraaumentar a expressao do
gene da calicreina ou diminuir a
producdo de angiotensinogénio?’2,
Também a injecdo intracerebroven-
tricular de virus adeno-associados
codificando um antisense anti-recep-
tores de angiotensina Il foi capaz de
reduzir a pressdo arterial de ratos
geneticamente hipertensos por até 9
semanas’. Recentemente nos desen-
volvemos uma estratégia para trans-
ferénciadegenesvisando futuramente
repor o gene da vasopressina nadia-
betes insipidus hereditéria e assim
restaurar ahomeostase cardiovascular
eo controledosfluidosno organismo®.
Paraisso, injetamosovetor adenoviral
recombinante e replicante-deficiente
na neurohipéfise de camundongos e
verificamos que apos 4 dias o vetor
viral havia se deslocado retrogra-
damente pelas terminacdes axbnicas
para os neurbnios produtores de
vasopressinagqueestdolocalizadosem
nicleos hipotal@micos. 1sso mostra
guepodemosttilizar estratégiasepro-
priedades virais, ainda que experi-
mentai snestemomento, parasel etiva-
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mente expressar 0 gene de interesse
em tecidos especificos.

Transfer énciadegenesin vitro

Estudos de transferéncia in vitro
de genes para vasos sanguineos tém
contribuido significativamente parao
entendimento dafisiologiaedevarias
fisopatologiasdosstemavascular. De-
vido aimportancia dada a descoberta
do éxido nitrico como fator de relaxa-
mentoderivadodoendotélio,amaioria
das pesquisas sobre transferéncia de
genes paravasosisolados nos tltimos
tem enfocado principamente o gene
gue expressa a Oxido nitrico sintase
endotelid. Algunsdessesestudosmos-
tram queaaplicacdo devetoresadeno-
viraiscodificando o genequeexpressa
essa enzima em artérias carétidas
comunsdecoehos® eartériasbasilares
de cdes™ resulta em aumento signifi-
cativodo relaxamento dosvasosfrente
aestimul os apropriados.

Animais transgénicos

Reconhecidamente, modelos clés-
sicos de animais experimentais tém
contribuido significativamente para o
entendimento da fisiologia e das
diferentesfis opatol ogiasdo ser humano.
Na érea de doencas cardiovasculares
temos como exemplos de tais contri-
buicdes (a) o modelo de desnervacéo
dosbarorreceptoressino-adrticosnorato;
(b) os modelos de hipertenséo reno-
vascular renina-dependente e volume-
dependente no rato e (c) o rato com
hipertensdo genética (SHR — sponta-
neoudy hypertensive rat).

A partir das Gltimas duas décadas,
0 desenvolvimento de procedimentos
debiologiamol ecular edemanipulagéo
de genes possibilitou a producéo de
animai stransgénicospor modificacao,
delecdo ou adicdo de genes, os quais
muito tém auxiliado no entendimento
dasfisiopatol ogiascardiovascularese
areproducdo experimental dedoencas

causadas por mutagéo®?. O procedi-
mento paragerar um animal transgé-
nico geralmente consiste em introdu-
zZir aeatoriamente um transgene no
genoma do animal, o qual se espera
gquesejatransmitido asproximagera-
¢ces e o0 qual ira alterar uma deter-
minadafuncdo doorganismo. Todavia,
aexpressao transgénicaé dependente
de vérios fatores, tais como o tipo de
promotor e elementos acentuadores,
0 niimero de copias incorporadas e 0
locus onde ocorreu a integragdo do
transgene. No entanto, estaem ritmo
acelerado o aprimoramento da
tecnologia de transgénicos que
permitira superar esses problemas e
poderemos entdo regular o momento
certo e o nivel de expressdo desgjado
do transgene e, além disso, inativar 0
gene de interesse de modo a garantir
aespecificidade pelo tecido.

A aeroscleroseéumadasdoencas-
avo, quemotivouautilizacdodetécnicas
de manipulagdo genética de células
embrionariasviaveisno camundongo,
asquais consistem em gerar mutantes
nulos para determinados genes rela
cionados com aterosclerose, animais
estes denominados knock-out33.
Atuamente estdo disponivels para o
pesquisador camundongos knock-out
para receptores de LDL humanos e
para apolipoproteinas (apoA e apoE),
osquaisapresentam elevadosniveisde
lipoproteinasdedensidadebaixa(LDL)
eintermediaria(IDL). Interessanteque
a tecnologia de geracéo de camun-
dongos knock-out pode ser associada
comadetransferénciadegenes, numa
demonstracdo que a terapia génica
podeser utilizadaparacorrigir aauséncia
congénita de certos genes. Por exem-
plo, foi demonstrado que ainjecdo de
vetores adenovirais codificando o re-
ceptor de LDL humano ou ApoE era
capaz de normalizar os niveis séricos
delipoproteinas, bem como prevenir a
aterosclerose de camundongos knock-
out parareceptores LDL ou ApoE3*+37.
Recentemente nds também demons-

101

tramos em camundongos knock-out
para ApoE que adisfuncdo do reflexo
barorreceptor podiaser revertido pela
aplicacéo de solugéo adenoviral codi-
ficando o gene da superdxido desmu-
tase e catalase no seio carotideo®.

Ofendtipodoanimal transgénicoé
altamente dependente da espécie, em
gue por exemplo a superexpresséo do
genehumano parareninaou angioten-
sinogénio resulta em hipertensdo
arterial no rato, mas nd no camun-
dongo. Por outro lado, o camundongo
transgénico para renina humana s é
capaz deproduzir angiotensinal seele
também for transgéni co paraexpressar
0 angiotensinogénio humano. Além
disso, camundongos knock-out para
um determinado gene ndo necessa
riamente irdo apresentar o fendtipo
esperado. Por exempl o, camundongos
knock-out para endotelina 1 inespera-
damente apresentam leve aumento da
pressdo arterial quando heterozigotos,
provavelmente devido ainterferéncia
de outros fatores de regulacdo car-
diovascular. Por outrolado, oscamun-
dongos knock-out homozigotosparao
gene da endotelina 1 ndo sobrevivem
devidoamanifestacdo deanormalidades
craniofaciaiserespiratorias. A tabelal
mostraa gunsexemplosdemodel osde
adicdo edelecdo degenesemanimais
transgéni cosutilizadoscomo model os
de doencas cardiovasculares.

Conclusbese
per spectivas

Passos fundamentais foram dados
nas pesquisas basicas e clinicas de
mani pulagdo de genes, o que nofuturo
podera revolucionar a pratica de
medicina de como tratar, curar e pre-
venir um vasto espectro de doencas
cardiovasculares. Apesar de varios
vetoresviraisendo-viraisestaremhoje
aperfeigoadosedisponiveisparaofiso-
logista e clinico, ainda estamos muito
longe de dispormos de um sistema de
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transferéncia de genes que sgja ao
mesmotempo (a) seguro; (b) deefeitos
marcanteseduradourosnotecido-alvo
e (¢) que, assim como desgjariamos
para a farmacoterapia classica, que
tenhaespecificidadepelotecido-alvoe

ndo cause efeitos colaterais. A mani-
pul ac&o génicatambém estépossibili-
tando o desenvolvimento de animais
transgénicos, 0s quais ja sdo centenas
deles e que estdo servindo como uma
novaferramentadeestudonafisiologia

e como modelos para doencas gené-
ticas do ser humano. Infelizmente, as
tecnol ogiasde biologiamolecular ede
manipulacdo de genes sd0 de custos
elevados e, portanto, acessiveis para
muito poucos cientistasno Brasil.

Manipulagdogénica Fendtipo Referéncia

Gene adicionado
Renina(c) Hipertensdo(r) K ?]
Renina(h) Hipertensdo(r) 0
Angiotensinogénio (h) Hipertensdo (r) 0
Angiotensinogénio (r) Hipertensdo (c) 11
Renina/angiotensinogénio (h) Hipertensdo e disfuncéo do barorreflexo (c) L
Peptidionatriuréticoatrial Hipotensao 3
Vasopressina Diabetes insipidus nefrogénica |
Receptor deLDL Protec&o contra aterosclerose 5
ApolipoproteinaE Menor risco de aterosclerose 46
Receptor adrenérgico o, Hipertrofiaventricular 47
o-miosina cardiaca de cadeia pesada Hipertiofiaventricular 48
Fator miogénico Insuficiénciacardiaca 49

Gene deletado (knock-out)
Endotelinal L eve hipertensdo (heterozigoto) 0
Receptor debradicininaB, Hipertensdo com dietaem sal 51
Receptor deL DL Hiperlipedimiaeaterosclerose A
ApolipoproteinaE Hiperlipedimiaeaterosclerose 2
Apolipoproteinalreceptor deLDL Aterosclerose severa e remodelamento vascular 3
Oxido nitrico sintase endotelial Hipertensdo e aumento da variabilidade pressorica 54,55

Tabela 1 — Exemplos de alguns modelos de adicio e delecdio de genes em animais experimentais para aterar fenétipos
associados com doengas cardiovasculares. Abreviaturas: (c) camundongo; (r) rato; (h) humano.

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. Withincreasing 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 usto correct, prevent and
treat human diseases. Gene delivery systems are based on

the use of severa engineered vira (such as adenovirus,
adeno-associated virus, retroviruses and herpes simplex
virus) and non-viral vectors (such as naked DNA and
liposomes) which havebeen studiedin physiology and tested
inclinicd tridsduringthelast decade. Additiondly, thereare
availablemany transgenic animalsinwhich aspecific gene
was inserted (rat and mouse) or deleted (knock out mouse)
tobeused asanima model sof human diseases, such asheart
failure, arteria hypertension and atherosclerosis. Also, the
edrategiesof adenovira-mediad geneddivery andtransgenic
animal scan beassociated to study the effectivenessof gene
therapy for treatment of genetic diseases.

Keywords: Gene delivery; Viral vectors, Transgenic animals.
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