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TERAPIA GENICA APLICADA A FIBROSE CISTICA

Yuri Regina Moreira’, Paulo Roberto Worfel? e Cleverson Antonio Martins®

Resumo

A Fibrose Cistica € a doenga genética fruto da mutagdo do gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Condutance Regulator), o gene alterado cria um desequilibrio hidroeletrolitico, que eleva a viscosidade do
muco pulmonar, estabelecendo a conjuntura ideal para o desenvolvimento de patégenos. As condi¢cbes
hidroeletroliticas, afetam a homeostase de outros sistemas, reduzindo a qualidade de vida do seu portador.
Considerando o drastico grau de interferéncia da FC (Fibrose Cistica) sobre o metabolismo do fibrocistico, que
reduz a qualidade de vida de seu portador, é tangivel a necessidade de expandir novas opg¢des terapéuticas.
O objetivo deste artigo & expor as principais aplicabilidades e delimitagdes da Terapia Génica aplicada a
Fibrose Cistica. Fundamentada na reviséao literaria, foram consultados trabalhos publicados nos ultimos 10
anos, foram elegiveis trabalhos em inglés, espanhol e portugués. O tratamento da Fibrose Cistica detém um
alto grau de complexidade, resultado de sua condigdo multiorganica, seus portadores necessitam de terapias
desde o inicio da vida, tais intervencdes tem como objetivo abrandar os sintomas, sem a perspectiva da
cura. A Terapia Génica, amparada pelas ferramentas da engenharia genética, possui uma abordagem mais
racional de tratamento, tendo como alvo o gene CFTR alterado, que é o precursor da estrutura de cascata
da FC. A Terapia Génica apresenta resultados eficazes, mas ainda ndo é uma terapia aprovada para a FC,
ainda encontra obstaculos éticos, rea¢des adversas, falta de investimentos em tecnologias que possibilitem o
aprimoramento da técnica. Porem essa técnica oferece uma alta expectativa sobre a cura.
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Abstract

Cystic Fibrosis is the genetic disease resulting from the CFTR gene mutation, the altered gene creates a
hydroelectrolytic imbalance, that elevates the viscosity of pulmonary mucus, establishing the ideal conjuncture
for the development of pathogens. The hydroelectrolytic conditions, affect homeotase from other systems,
reducing the quality of life of its wearer. Considering the drastic degree of CF interference on fibrocystic
metabolism, which reduces the quality of life of its wearer, the need to expand new therapeutic options is
tangible. The aim of this article is to expose the main applicability and delimitations of Gene Therapy applied
to Cystic Fibrosis. Based on literary review, published papers have been consulted in the last 10 years, jobs
in English were eligible, Spanish and Portuguese. The treatment of Cystic Fibrosis has a high degree of
complexity, resulting from its multi-organic condition, their patients need therapies from the beginning of life,
such interventions aim to slow down symptoms without the prospect of cure. Gene Therapy, underthe tools
of genetic engineering, has a more rational approach to treatment, targeting the altered CFTR gene, which
is the precursor of the CF cascade structure. Gene Therapy has effective results, but is not yet an approved
therapy for CF, ethical obstacles, adverse reactions, investments and insufficient technologies. But also a high
expectation about healing.
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1 Introducao

“A vida depende da capacidade das células de armazenar, recuperar e traduzir as instrucoes
genéticas necessarias”. Desde o século XX, a estrutura dos genes deixou os cientistas perplexos,
devido a morfologia do DNA relativamente simples, mas que abriga o “segredo” para a expressao
de cada caracteristica individual e também a fisiologia humana. Em resumo, o DNA é como um
“pen drive”, que armazena e, inclusive, replica aproximadamente 30 mil genes mantidos em seu
complexo genoma. Dentre os genes podem ser encontradas as mutagdes causadoras das doengas
genéticas (ALBERTS et al., 2017). Embora existam em torno de 5 mil doengas genéticas humanas
conhecidas, poucas possuem tratamento, sendo que a maioria delas se baseia na reposicdo do
produto génico. Porém para a grande parcela das doengas genéticas nao existe a possibilidade de
reposi¢cao, necessitando de uma forma terapéutica alternativa (SILVA et al., 2018).

A Terapia Génica se apresentou nos anos 60 como uma grande revolugdo nas pesquisas
biomédicas para o tratamento das doengas genéticas. Embora seu conceito de usar o material
genético como agente farmacoldgico pela primeira vez tenha sido ineficaz, a Terapia Génica, nasceu
como uma proposta inovadora e desafiadora no tratamento das doencas. Nas décadas seguintes foi
possivel construir os primeiros vetores plasmidiais, assim como o vetor recombinante para modificar
o0 genoma humano. Porém s6 em 1990 o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o primeiro
protocolo clinico de Terapia Génica, até entdo em menos de 30 anos mais de 2 mil protocolos
clinicos foram autorizados no mundo (COSTANZI-STRAUSS et al., 2015).

A edicao genbmica pode ser utilizada para doengas genéticas monogénicas, poligénicas
e aquelas adquiridas em algum momento da vida. Através da engenharia genética é possivel
remover um gene inativo ou com funcionalidade reduzida, substituindo-o por um transgene capaz
de desempenhar sua funcéo corretamente (SILVA et al., 2018).

Dentre as doengas monogénicas associadas a terapia génica, a Fibrose Cistica é citada, uma
doenca autossémica recessiva, que altera o gene CFTR, a variabilidade na proteina CFTR gera a
irregularidade desse gene causando alteragbes pancreaticas, respiratorias além de inflamagéo e
infeccoes a nivel crénico (RALHETA, C. A. C. F., 2018).

Com base nos itens citados acima, é possivel inferir que a Terapia Gé&nica bem como o DNA,
esconde irbnica obscuridade por tras da simplicidade da edi¢cao ou insercao do genoma. O objetivo
deste artigo é expor as principais aplicagdes e evolugdes bem como as limitagdes no uso da Terapia
Génica no ambito patoldgico, com designio na Fibrose Cistica embasada na revisdo da literatura.

2 Metodologia

Este artigo foi baseado em uma revisao literaria através de artigos e publicagdes disponiveis
na data da investigagdo nas bases eletrénicas de dados BVS, PORTAL CAPES, LILACS, SCIELO,
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PUBMED. N&o houve discriminacado entre artigos originais e de revisdo, porém com o objetivo
de reunir as atualizacbes sobre o tema da terapia génica aplicada a Fibrose Cistica, apenas os
trabalhos publicados nos ultimos 10 anos foram consultados para composi¢ao deste artigo. Foram
considerados elegiveis estudos nos idiomas portugués, inglés e espanhol ou que possuam abstract
em tais idiomas, sendo possivel determinar sua relevancia.

3 Discussao
3.1 Fibrose Cistica

A Fibrose Cistica chamada popularmente de “FC”, € uma doencga genética e cronica, cuja
heranca € autossémica recessiva, de ordem multisistémica, englobando principalmente os pulmdes,
assim como o figado, pancreas, sistema digestério e o urinario possuem acometimento causado
pela FC, que além de complexa, envolve varios sistemas metabdlicos do corpo, sua progressao gera
um alto coeficiente de letalidade da doencga, o que a torna tdo severa, (REGISTRO BRASILEIRO
DE FIBROSE CISTICA, 2018).

Conforme dados fornecidos pelo Ministério da Saude, em todo o mundo estao distribuidos
70 mil fibrocisticos, sendo que na infancia a FC ocupa o indice de doenca genética grave mais
prevalente, de acordo com o Ministério da Saude no Brasil, a prevaléncia de fibrocisticos é de um
a cada 2,5 mil recém-natos, o que confirma a sua estimativa de que o gene da Fibrose Cistica esta
presente no DNA de uma a cada 25 pessoas, (SCHNEIDERS, et al, 2020).

Segundo a Associagao Brasileira de Assisténcia a Mucoviscidose, um “defeito” no gene, leva
a producao exacerbada de muco em uma concentracdo de 30 a 60 vezes mais espessa do que
a homeostase corporal tem suporte para manter. O muco dificulta o trajeto entre o tubo digestério
e 0 pancreas, impossibilitando também que o intestino receba as enzimas digestivas. Além de
atrapalhar todo o trafego interno que envolve a nutrigdo do organismo, a condigdo do muco € o nicho
ideal para a proliferagdo de microrganismos no trato respiratorio, a longo prazo geram processos
inflamatdrios, resultando em edema, pneumonia, bronquite e lesdes pulmonares, (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE ASSISTENCIA A MUCOVISCIDOSE, 2021).

3.1.2 Gene CFTR

O Gene CFTR é o gene que caracteriza a Mucoviscidose, sua mutacao, “defeito” ou alteracgao,
sintetizara uma proteina que regula a condutancia da Fibrose Cistica Transmembrana (CFTR), tal
proteina controla os eletrdlitos (sédio) e liquidos intracelular e extracelular em variadas células.
As mutagdes no gene CFTR podem bloquear a sintese ou desenvolvimento padrao da Proteina
CFTR das células corporais principalmente pulmonares; ou levar a ma execugao ou interrupgcao da
atividade da proteina CFTR, resultando em acumulo de denso muco, capaz de causar a destruicao
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pancreatica, agravamento para outros 6rgaos além das recorrentes infec¢des pulmonares (SILVA,
M., 2017).

Sao acometidos pela Fibrose Cistica, em torno de 80.000 pessoas no mundo. O gene CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator) é responsavel por causar a doenga. O
CFTR lidera a codificagdo do canal de cloreto — bicarbonato que atua no equilibrio entre fluidos e
eletrélitos secretados pelo epitélio. As mutagcdes no CFTR desestabilizam a operacao da proteina
através de varios processos, como a redugdo ou auséncia da sintese proteica, expressao apical
normal de proteina com cloreto ou bicarbonato com defeito ou condutaéncia. O resultado da
desestabilizacao proteica, € a desidratagao do liquido superficial do revestimento epitelial de varios
orgaos, como o trato gastrointestinal, reprodutivo, glandulas sudoriparas e as vias respiratorias
que possuem alta frequéncia de mucostasia, inflamacao e infecgao lesionando gradualmente a
estrutura pulmonar, caminhando para insuficiéncia respiratéria € morte. Mesmo com o diagnéstico
e tratamento multidisciplinar precoce, o tratamento costuma se ater ao controle dos sintomas, por
isso a expectativa de vida desses pacientes varia entre 36 a 40 anos (ENSINCK et al., 2021).

3.1.3 Aconselhamento Genético e Planejamento Familiar

A FC é uma doenga genética recessiva, logo para haver a manifestagédo da doenga, séo
necessarios ambas as copias do gene CFTR mutadas. Mas para ser considerado portador do gene
FC é necessario apenas uma mutacdo em uma cépia do gene CFTR, mesmo com a outra copia
€ normal, ela € uma portadora FC. Por isso os fibrocisticos ao cogitarem a possibilidade de filhos,
devem realizar em seu parceiro o teste de portador da Fibrose Cistica. Quando um fibrocistico
constitui um casamento, tende a seguir o curso natural nutrindo desejo por filhos, que demanda
estrutura financeira, uma confiavel rede de apoio e perguntas e consideragdes como se 0 parceiro
sera capaz de cuidar sozinho da crianga caso o parceiro fibrocistico falega, ou se o fibrocistico tem
capacidade de gerenciar dois planos de tratamento, caso o filho herde as duas copias do gene
defeituoso (CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 2021).

3.2 Manifestagées Clinicas

O desequilibrio hidroeletrolitico, causado pela mutacdao do gene CFTR, interfere na
homeostase salgada e fluida, tornando varios 6rgaos disfuncionais, podendo leva-los a mortalidade
devido a insuficiéncia respiratéria (MAULE et al.,2020). Os sintomas se relacionam a desregulagem
de eletrélitos, sendo que a intensidade e possivel letalidade desses sintomas, variam de pessoa pra
pessoa de acordo com o tipo de mutagao apresentada. O paciente apresenta pele muito salgada,
tosse persistente (normalmente acompanhada de catarro), alta frequéncia de infecgdes pulmonares
como bronquite e pneumonia, falta de folego, baixa estatura e dificuldade no ganho de peso
mesmo com bom apetite, esteatorréia, constipagéo, formagéo de pdlipos nasais (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE ASSISTENCIA A MUCOVISCIDOSE, 2021).
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A Fibrose Cistica interfere no trato intestinal, biliar, geniturinario e no pancreas, podendo
causar as comorbidades de desnutricdo, cirrose biliar e infertilidade. O quadro de pancreatite
obstrutiva crénica ocorre devido a secre¢cao de muco, dentre outras alteragdes pancreaticas, pode
haver ma absorg¢ao grave de gordura, danos as células das ilhotas, deficiéncia de insulina e diabetes
mellitus relacionado a FC, nesse caso os resultados nutricionais e pulmonares podem ser fatais
(FAKIOGLU et al., 2020).

3.3 Diagnostico

Devido a evolugao tecnoldgica, foi possivel compreender a “formacao” da Fibrose Cistica,
0 que possibilitou criar triagens mais eficientes do portador, para detectar o mais breve possivel e
iniciar intervengdes ainda no estagio inicial, que progridem para 6timos resultados progndsticos,
que visam melhorar a expectativa e qualidade de vida do paciente. Embora a FC prevalega sobre
determinada etnia, homens e mulheres apresentam a mesma taxa de incidéncia, mas devido as
alteragcbes hormonais, pacientes do sexo feminino apresentam maior indice de mortalidade, devido
ao processo de maior degradacdao da funcdo pulmonar durante a puberdade, hipoteticamente
associada aos hormdnios sexuais femininos, interrompendo o transporte dos ions nas vias aéreas
nos pulmdes (WEI et al., 2020).

No Brasil, a Lei N° 8.069, de 13 de julho de 1990, dispde sobre o Estatuto da Crianca e do
Adolescente, contemplando o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), mais conhecida
como “Teste do Pézinho”, que em resumo consiste na realizagcdo de uma pungdo em uma das
laterais do calcanhar do recém-nascido com auxilio de uma lanceta, e absorvendo o sangue com
papel filtro, preenchendo totalmente os circulos demarcados. No Laboratério de Biologia Molecular
especializado em Triagem Neonatal, os Biomédicos, fardo o preparo de reagentes, extragdo e
adicao de DNA a reacao de PCR, amplificagao e pés amplificacdo, bem como a manipulagao do
produto amplificado. (Ministério da Saude, 2017).

Em casos onde a Triagem Neonatal ndo pbéde ser realizada, o quadro clinico do paciente
determinaraarastreabilidade da Fibrose Cistica, através dos exames complementares ao diagndstico
inicial, como o Teste do Suor ou Escarro, exames hematoldgicos e analise de DNA, o Biomédico
realiza o diagndstico complementar através das analises necessarias. (SILVA, M., 2017).

3.4 Tratamento

A Fibrose Cistica como uma doeng¢a multiorganica, possui complicagdes decorrentes que
sdo as responsaveis pela sua morbidade e mortalidade. O Diagnéstico precoce, possibilita maior
sobrevida, as terapias atuais, reduzem a obstrugéo das vias aéreas e a infecgdo por microrganismos,
porém a cura através desses meios, ainda nao € uma possibilidade. Uma terapia curativa evitaria os
obitos decorrentes da letalidade da doenga pulmonar (SILVA, M., 2017).
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A qualidade da gestéo da infecgdo pulmonar, determinara o tempo de sobrevida do paciente,
considerando que a colonizagédo dessa estrutura ocorre desde o nascimento por microrganismos
como Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ou até mais de
um patégeno que se replicam rapidamente. Além de tratar a infeccdo presente, sdo consideradas
as proximas infecgdes, tentando minimizar quadros de resisténcia bacteriana aos antibiéticos
convencionais, compreendendo que o paciente tera uma tendéncia a escassez de possiveis
antibiéticos (FAKIOGLU et al., 2020).

O tratamento pode se dividir em alguns pilares, sendo eles o tratamento de obstrucéo,
inflamacao, infecg¢ao, insuficiéncia respiratéria cronica e complicagdes respiratorias nao infecciosas
(o tratamento para insuficiéncia e complicagdes sdo baseados em outras intervengdes, além da
medicacao). No tratamento da obstrugdo, alia-se fisioterapia a broncodilatadores (agonistas
do receptor adrenérgico B2 e corticosteroides inalados, que além da desobstrucdo, melhoram a
hiperresponsividade e o volume expiratorio for¢ado), mucoliticos como a dornase alfa, solugéo
salina hipertbnica (agente osmdético), manitol (melhora a fungdo pulmonar). No tratamento da
inflamacao, é utilizado azitromicina, ibuprofeno e anti-inflamatério. Para tratar a infeccdo séo
utilizados antibiéticos de exacerbacéo e para erradicacéo da Pseudomonas aeruginosa, antibioticos
para infecgao brénquica crénica (MORENO, et al., 2021).

3.4.1 Tratamentos Complementares

Os fibrocisticos devem realizar fisioterapia respiratéria diariamente, devido a sua eficacia
clinica comprovada (ATHANAZIO, et al., 2017). A unido de variadas técnicas respiratérias, tem
como objetivo a manutengao das vias aéreas desobstruidas, sem secre¢ao, para evitar o decurso
infeccao-inflamacao causado pelo ambiente propicio formado pelo excesso de densa secrecéo
(MORENO, et al., 2021). O paciente conquista mais independéncia quando utiliza dispositivos para
0 seu auxilio como mascara de pressao oscilatéria positiva especiais como Flutter®, Acapella® e
Shaker®. (ATHANAZIO, et al., 2017). Os pacientes pediatricos, realizam a fisioterapia de forma
ludica, com auxilio das palmas, percusséao, vibragdo (compressao oscilatéria). O inicio “precoce”
das terapias, desacelera o efeito progressivo da doenca. Os exercicios de controle da respiragao,
expiracdes forcadas e expansao toracica, sdo efetivos para excregcao das secrecdes respiratorias,
podendo ser complementado pelo colete oscilador de alta frequéncia para a parede toracica e a
ventilagao percussiva intrapulmonar (MORENO, et al., 2021).

3.6 Terapia Génica

Por mais de sete décadas, as terapias para a Fibrose Cistica estiveram limitadas aos
sintomas, em vez de abordar o gene CFTR alterado, que origina a doenca (MAULE et al.,2020).
Quando o conceito de transferéncia de informagdes via DNA foi entendido, iniciou-se uma batalha
nas pesquisas biomédicas para reverter as disfun¢des presentes no material genético, para melhorar
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as condigcbes de vida dos pacientes acometidos pelas desordens genéticas, colocando a Terapia
Génica como uma forma de medicina personalizada (BANULS et al.,2020).

A Terapia Génica se baseia em tratar racionalmente a doenga, interagindo com a alteragéo
genética que causou a doencga. Dentre os mais de 2 mil estudos clinicos, a Terapia Génica alcangou
efetividade terapéutica para varias sindromes, embora também tenha apresentado efeitos adversos
em casos isolados (COSTANZI-STRAUSS et al., 2015).

A Terapia Génica é um conjunto de técnicas e métodos de introdugcdo do material genético
exoégeno, como o DNA de plasmideo, oligonucleotideos antisense, mRNA ou acidos nucleicos de
peptideo dentro de uma célula ou tecido para fins de tratamento de disturbios genéticos hereditarios.
Utilizando acidos nucleicos como farmaco na busca de beneficios terapéuticos, porém o corpo
tem mecanismos para protecdo de DNA’s estranhos, por isso o desafio € gerir uma dose e uma
expressao estavel da proteina desejada. O FDA (Food And Drug Administration) ja aprovou 17
drogas de terapia genética, cooperando para seja ainda mais expandida a compreensao das bases
moleculares e causas genéticas com aplicagdes para varias doengas do gene. A terapia génica
encontra solo fértil nas doencas respiratérias raras, pois elas podem ser acessadas via nebulizagao,
broncoscopia, administracéo pleural ou por meio do sangue seguindo administracéo intravenosa. A
facilidade de alcance da estrutura respiratoria, possui obstaculos fisicos e quimicos para a recepgao
do vetor, principalmente os vetores virais. O muco epitelial limpa o material exdgeno, inclusive os
vetores. Como é uma regido de forte multiplicacao celular, sdo necessarias varias reaplicagées.
Os estudos pré-clinicos também apresentam complexidade devido a incompatibilidade funcional
celular entre células animais e de humanos (BANULS et al.,2020).

3.6.1 Fundamentos

Quanto a integragéo basico-clinica, a alma da Terapia Génica esta fundamentada no vetor,
um vetor bem estruturado é responsavel pela qualidade da transferéncia génica, bem como a
eficacia da opcgao terapéutica. O vetor é o veiculo que transporta o gene terapéutico para as células
do paciente, o vetor age como um medicamento, quando ele se liga ao gene CFTR, conduzindo a
sintese de uma nova proteina regenera o processo celular defeituoso, isento de efeitos adversos
(COSTANZI-STRAUSS et al., 2015).

A estrutura da Terapia Génica é composta da uniao entre o conhecimento cientifico e clinico
que dao origem aos farmacos moduladores de CFTR, vetores de transferéncia genética, e a Edigéao
de Genes CRISPR/Cas9 (FUTSCHIK, 2019).

3.6.2 Alternativa para a Fibrose Cistica

A Fibrose Cistica se configura como uma doenga capaz de lesionar seriamente o Sistema
Respiratério e trato digestério, ainda sem uma exequivel cura, traz para seus portadores os
sofrimentos de quem possui uma doenga cronica (WEI et al.,2020).
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Os progressos da Terapia Génica, conduziram-na a posi¢cao de tratamento de primeira linha
para as doencas raras na reuniao da Sociedade Europeia de Terapia Génica e Celular (COSTANZI-
STRAUSS et al., 2015). A recepgao do pulméao aos genes CFTR, provou ser uma barreira a ser
ultrapassada, sendo mais complexa do que foi pressuposto (FUTSCHIK, 2019).

Conclusao

Das citagbes anteriores e possivel inferir que é altissimo o nivel de complexidade dos
tratamentos e intervengdes terapéuticas na Fibrose Cistica, bem como as condi¢des que o portador
dessa mutagdo deve submeter-se a partir do diagndstico recebido, que comumente ocorre logo
na primeira infancia. Uma doenga que exige do portador mais do que seus sintomas, demanda
consciéncia e autorresponsabilidade desde a fase pediatrica, determina alteracdes no estilo de vida
familiar, na forma de se relacionar, que impdem limites sobre simples atividades, sobre lazer e até
limites para sonhos, em busca da possibilidade de manter-se saudavel por mais tempo.

Da leitura dos artigos citados anteriormente resta reconhecido a importancia de se entender a
fisiopatologia da Fibrose Cistica, a partir do entendimento do gene CFTR, nasceu o vislumbre sobre
a Terapia Génica como a solugao que age na causa da FC, ao invés das terapias que amenizam
0s sintomas.

A Terapia Génica encontra desafios, além da Etica, que devem ser superados com interagdo
multidisciplinar (basico-clinica) associado a investimentos em estrutura e novas tecnologias. Assim
como o desenvolvimento de medicamentos e dispositivos relativos aos sintomas, necessitaram
de investimento, estrutura e os fatores ja citados; para desenvolver terapias que realmente cure a
desordem genéticas do gene CFTR, serdo necessarios recursos ainda mais eficazes.
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