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RESUMO

A fibrose cistica (FC) é uma doenca genética letal, de heranca autossémica recessiva, que acomete
mais comumente a raga caucasiana. E uma doenca decorrente da mutagio do gene CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), localizado no bragco longo do cromossomo 7,
responsavel por codificar a proteina CFTR, cuja sua principal funcdo é o transporte de ions através da
membrana celular, estando envolvida na regulacdo do fluxo de Na+, Cl-, e &gua nos tecidos secretores,
devido a este defeito no material genético da célula hd uma auséncia do funcionamento parcial da
proteina, o que gera a formacao de um muco espesso favorecendo o processo de obstrugdo dos ductos.
As manifestagdes clinicas decorrente da FC acometem principalmente o sistema respiratorio e
gastrointestinal, que decorrente de complicagdes s&o 0s principais responsaveis por levar a morbidade
e mortalidade dos portadores desta enfermidade. Devido ao comprometimento patolégico que a FC
pode causar em seus pacientes, esta doenga assume grande importéncia e o diagnostico precoce é
decisivo para um melhor progndstico. Porém, o tratamento convencional aplicado para esta patologia
ndo proporciona a cura da mesma. Contudo, novas pesquisas baseadas em técnicas moleculares,
especificamente a terapia génica, tem mostrado-se promissoras. Diante disto, o presente estudo teve
como objetivo a realizagdo de uma revisao bibliografica de abordagem qualitativa do tipo exploratoria.
No qual, foram realizadas buscas em bases nacionais e internacionais, Medline, Scientific Eletronic
Library On-line (SCIELO), Scholar Google (Google Académico), Pubmed e Biblioteca virtual de
salde (Bvs). Consideraram-se elegiveis 0s estudos nas linguas portuguesa e inglesa. Além de livros,
teses e dissertacdes. Com base na busca de tratamento definitivos para esta patologia, surge a terapia
génica, que tem como objetivo tratar a doenca na sua base de origem, utilizando a técnica de DNA
recombinante para transferéncia de copias corretas do DNA do regulador da condutancia
transmembrana da fibrose cistica (CFTR) para as células epiteliais nas vias aéreas, de forma a curar ou
corrigir a condicdo causada por um alelo mutante, através da introducdo de uma sequéncia de DNA.
Os ensaios clinicos mais recentes abordam os principais meios de transferéncia deste material
genético, tendo como premissa a abordagem dos defeitos basicos e ndo as consequéncias apresentadas
pela fibrose cistica, direcionando se para a compreensao da funcdo da proteina CFTR. Os principais
vetores utilizados para transportar os genes modificados sdo os virus, devido a capacidade inata que
estes tém de infectar o trato respiratorio; ja as abordagens ndo virais consistem em lipossomas
catibnicos, nanoparticulas de DNA compactadas e o0 DNA puro, pois ambos sdo resistentes a
degradacdo da nuclease, melhorando assim as taxas de sucesso da distribuicdo de genes. Decorrente
disto tém se uma maior perspectiva do completo desenvolvimento de uma terapia definitiva para a
cura da FC, possibilitando uma maior sobrevida os portadores dessa doenca.

Palavras-chaves: Terapia Génica, gene CFTR e proteina CFTR.
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC), também denominada mucoviscidose é uma doenca hereditéria
de padrdo autossdmica recessiva, letal, com maior incidéncia na raca caucasiana. A doenca é
decorrente da mutacdo no gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) localizado no brago longo do cromossomo 7 (lécus g31), responsavel pela
codificacdo da proteina transmembrana CFTR , na qual, sua principal funcéo é o transporte de
ions através da membrana celular, estando envolvido na regulacdo do fluxo de Na+, Cl-, e
agua nos tecidos secretores, devido a este defeito no material genético da célula ha uma
auséncia do funcionamento parcial da proteina, 0 que gera a formagdo de um muco espesso
favorecendo o processo de obstrucdo dos ductos. Esta obstrugdo dificulta a passagem das
secrecdes, levando a predisposi¢cdo dos 6rgaos contrairem infeccBes locais e fibrose (LIMA,
2012).

A proteina CFTR estd inserida em diversos 6rgdos, e o seu mau funcionamento
desencadeia diversas anormalidades, como: doenca pulmonar obstrutiva cronica, insuficiéncia
pancredtica, ileo meconial, doenca obstrutiva do trato biliar, e azoospermia no caso de
pacientes do sexo masculino, caracterizando assim uma doenca multiorgénica, estas
complicacBes decorrentes da FC sdo as principais causas de morbidade e mortalidade
(CABELLO, 2011).

O diagnostico precoce da doenga vem possibilitando uma maior sobrevida aos
portadores dessa patologia, as terapias atuais disponiveis contribuem para a melhoria das
obstrucdes das vias aéreas e reduzir as infeccdes bacterianas, mas ndo promovem a cura e a
maioria dos afetados vai a 6bito devido a gravidade das doencas pulmonares, no entanto,
ainda se busca uma terapia curativa para a FC (LIMA, 2012).

Perspectivas de novas terapias como terapia génica esta sendo desenvolvida como um
novo tratamento para a FC, que tem como principal objetivo, a utilizacdo de técnicas de DNA
recombinante, para transferéncia de copias corretas do DNA do regulador da condutancia
transmembrana da fibrose cistica (CFTR) para as células epiteliais nas vias, ou seja, alterar a
base genética, de forma a curar ou corrigir a condi¢do causada por um alelo mutante, através
da introducéo de uma sequéncia de DNA (BURNEY; DAVIES, 2012).

A terapia genica abre perspectivas excitantes como alternativa a terapéutica

convencional, tendo como premissa a correcao das doengas na sua origem, possibilitando
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potencialmente a solugdo para algumas das doencas hereditarias e adquiridas que acarretam
graves consequéncias ao individuo.

Diante da importancia dessa patologia, e da necessidade de conhecer sobre novas
técnicas de terapia na busca da cura dessa doenca, este trabalho tem como objetivo
compreender as mutacdes que ocorrem no gene CFTR, e consequentemente a regulacdo da
proteina CFTR, assim como e descrever as perspectivas de tratamento por meio de terapia

génica.

METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo bibliografica de abordagem qualitativa do tipo exploratdria.
A grande importancia da pesquisa é a maximizag¢do do conhecimento auxiliado por toda uma
metodologia, gerando inquietacdes e uma reflexdes diante dos contetidos abordados, o que
permite uma ampla possibilidade de novas descobertas (LAKATOS; MARCONI, 2010).

Em relacdo aos procedimentos do estudo, foram realizadas buscas nas bases
eletronicas nacionais e internacionais Medline, Scientific Eletronic Library On-line
(SCIELO), Scholar Google (Google Académico), Pubmed, Biblioteca virtual de satde (Bvs),
apanhando artigos cientificos sobre o tema utilizando as principais palavras-chave: terapia
génica, gene CFTR e proteina CFTR. Consideraram-se elegiveis os estudos nas linguas

portuguesa e inglesa. Além de livros, teses e dissertacdes.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Fibrose cistica

Fibrose Cistica € uma doenca de origem genética que apresenta um padrdo de heranca
autossdmica recessiva e € expressa em ambos 0s sexos. E considerada a doenca mais
frequente em descendentes de Caucasianos da Europa, América do Norte e Australia
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). A patologia é decorrente de uma mutacéo,
no gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), o qual esta
localizado no brago longo do cromossoma 7. O gene defeituoso, é transferido tanto pelo pai
como pela mae, o qual é responsavel pela modificacdo na conducdo de ions atraves das
membranas celulares (WELSH; SMITH, 1993).

A alteracdo no gene CFTR leva a problemas funcionais da proteina decodificada a
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partir desse gene, a qual se situa na membrana apical das células epiteliais de muitos 6rgdos e
que tem como principal fungdo ser um canal de transporte de cloro. A disfuncéo da proteina
CFTR resulta em uma grande variabilidade de sinais e sintomas, sendo acometidos 0s
sistemas respiratdrio e gastrointestinal. As principais manifestacdes clinicas da fibrose cistica
sdo sindrome de ma absorcao devido a insuficiéncia pancreética exdcrina, perda excessiva de
eletrdlitos no suor, doenca pulmonar obstrutiva cronica, dentre outras. Todas estas
comorbidades iniciam se comumente no primeiro ano de vida, levando a um quadro de
desnutricdo com crescimento pdndero-estatural e amadurecimento ¢sseo retardado
(DORNELAS et al., 2000; FIRMIDA; LOPES, 2011; PIZZIGNACCO; MELLO; LIMA,
2011).

O diagnostico é solicitado de acordo com o quadro clinico do paciente, o rastreamento
da fibrose cistica neonatal, é realizado pela Triagem Neonatal (teste do pezinho), sendo este o
mais importante para diagnosticar a fibrose cistica nos primeiros meses de vida da crianca. No
entanto, existem outros exames laboratoriais, para que haja a confirmagéo da patologia, dentre
eles estdo o teste do suor, exame de sangue, DNA e testes de escarros. E de suma importancia
que haja um diagndstico precoce e categdrico, para que se possa estabelecer a melhor forma
de tratamento (LIMA; ORTEGA; MARSON, 2012).

De acordo com os dados do Registro Brasileiro de Fibrose Cistica (REBRAFC), em
2015 foram registros 587 novos casos. No qual ha uma maior prevaléncia de casos na regido
sudestes com 48% dos numeros de pacientes com FC, onde o estado com maior registro é Sdo
Paulo (27,2%), seguido das regides Sul, Nordeste, Centro-Oeste e Norte, respectivamente. O
estado da Bahia (11,1%) apresenta a maior registro de FC da regido Nordeste (Figura 1)
(GBEFC, 2014).
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Figura 1- Distribui¢do dos registros por Regido brasileira, 2014. Fonte: Registro Brasileiro de
Fibrose Cistica (REBRAFC) (GBEFC, 2014).

Mutagdes no gene CFTR e regulacéo da proteina CFTR

O gene da fibrose cistica foi descoberto através da analise sequencial do DNA, o
mesmo localiza-se no braco longo do cromossomo 7, no lécus g31, constituido por 27 éxons e
codifica RNAm de 6,5 Kb, que € transcrito em uma proteina transmenbrana reguladora do
transporte iénico, conhecida como CFTR (LIMA, 2012).

Desde a descoberta deste gene ja foram descritas mais de mil mutac6es relacionadas a
este, mas a mutacdo mais frequente e mais estudada é a F508del, que corresponde a delecao
da fenilalanina na posicdo 508 da CFTR, que é uma proteina composta por 1.480
aminoacidos. Por resultar em importante déficit funcional esta é a mutacdo considerada mais
grave e que apresenta as manifestacdes clinicas classicas da doenca (FIRMIDA; LOPES,
2011).

As mutacBes no gene da fibrose cistica, sdo causadas pela presenca de dois alelos,
provocam auséncia de atividade, ou funcionamento parcial da CFTR, provocando assim
reducdo na excrec¢do de cloro, com aumento de eletronegatividade intracelular, resultando em
um maior fluxo de sédio para preservar o equilibrio eletroquimico e secundariamente de agua
para a célula por acdo osmética (LIMA, 2012).

As mutacdes do gene CFTR podem ser classificadas em cinco classes funcionais
diferentes, de acordo com o0s mecanismos que interrompem a funcionalidade da proteina,
embora a base molecular dos mutantes CFTR ainda sejam complexo. As mutaces I, 1l e 11l
conferem formas clinicas mais graves, ja as mutacdes IV e V conferem as manifestacoes
clinicas mais leves (ROVE; SLOANEA, 2010; ROWE; MILLER; SORSCHER, 2005;
SARAIVA-PEREIRA; FITARELLI-KIEHL; SANSEVERINO, 2011).

A classe | corresponde as mutagdes que afetam a biossintese, devido ndo ocorrer a
sintese adequada de todo o comprimento da proteina CFTR, ou seja, criar um codon de
terminagdo prematuro (nonsense mutations), pode também deslocar a fase de leitura ou alterar
0 padrdo de splicing, inibindo a sintese da proteina estavel ou produzindo baixos niveis da
proteina madura, esta classe apresenta fendtipo mais graves, pois nenhuma proteina é

sintetizada. A classe 11 sdo as mutagdes que afetam a maturagdo da proteina, ou seja, resultam
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na falta de proteinas funcionais na membrana celular, impedindo-a de funcionar como um
canal de CI'. A classe Il corresponde as mutac6es que afetam a regulacdo do canal de cloreto,
as mesmas nao respondem a estimulacdo por CAMP. Ja a classe 1V afeta a condutancia de
cloreto, sendo que ambas apresentam transporte de ions reduzido devido a anormalidade no
canal de cloreto, todavia, podem apresentar efeitos diferentes sobre os niveis de condutancia
de cloreto. Por fim a classe V apresenta mutagdo que altera a quantidade de proteina na
membrana, no entanto, a proteina permanece normal, s6 ha uma diminuicéo na sua quantidade
(ROVE; SLOANEA, 2010; SARAIVA-PEREIRA; FITARELLI-KIEHL; SANSEVERINO,
2011).

O gene CFTR fornece instrucdes para a fabricagdo da proteina CFTR, esta proteina
funciona como um canal através da membrana de células que segregam muco, suor, lagrimas,
saliva e enzimas digestivas. E um canal de cloreto epitelial que transporta jons cloreto de
dentro para fora das células, o que ajuda a manter controlado o movimento de agua nos
tecidos, 0 que é necessario para a producdo do muco que flui livremente pelos tecidos. A
proteina CFTR é central na determinacdo do transporte trans-epitelial de sal, fluxo de fluido, e
as concentracfes de ions; cuja sua maior funcdo estd no processo de absorcao/secrecdo de
cloreto das células epiteliais. A expressdo CFTR & restrita a células epiteliais e € encontrada
em niveis moderados de pancreas humano, glandulas salivares, glandulas sudoriparas,
intestino e do trato reprodutivo (LIMA, 2012).

Apesar das diferentes categorias de mutacdo, a anormalidade no gene da FC ira,
invariavelmente, provocar um transporte anormal de ions na superficie da célula epitelial e,

como consequéncia, ird causar a desidratacdo das secrecdes (BARTH; PITT, 1998).

Terapia Génica no tratamento da Fibrose Cistica

Com o progresso de compreensédo da patogénese da fibrose cistica, tornou se mais facil
o desenvolvimento de formas terapéuticas para o tratamento da doenca. A terapia génica tem
apresentado se como forma desses novos tratamentos, onde a mesma consiste na insercédo de
um ou mais genes manipulados em laboratorio, no material genético de células de um doente,
de modo a curar uma doenca geneética (NABAIS, 2015).

A terapia génica visa abordar os defeitos basicos e ndo as consequéncias apresentadas

pela fibrose cistica, direcionando se para a compreensdo da fungdo da proteina CFTR, onde
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tem por objetivo a transferéncia de copias do gene CFTR normal para as células com
desordem no seu funcionamento. Devido ser uma doenga multisistémica o principal alvo a ser
tratado sdo as vias aéreas, pois é mais acessivel através de rotas topica (BURNEY; DAVIES,
2012).

Atualmente, os estudos mostram que os principais vetores utilizados para transportar
os genes modificados para as células sdo os virus. Estes ligam-se a uma célula hospedeira e
transferem o seu material genético para o interior da mesma; sdo modificados para que no seu
interior contenha material genético terapéutico em vez de viral. A capacidade inata que 0s
virus tém de infectar o trato respiratério fazem deles a escolha inicial para o progresso da
terapia génica (NABAIS, 2015).

Segundo Burney e Davies (2012), diante da necessidade de se conhecer outro método
de transferéncia do material genético saudavel para os portadores da fibrose cistica, foi
desenvolvido uma técnica de terapia génica que consiste em lipossomas catidnicos,
nanoparticulas de DNA compactadas e 0 DNA puro, onde ambas ndo incluem abordagens
virais. Os lipossomas cationicos consistem em lipidos catiénicos que sdo normalmente
misturados com colesterol e dioleoilfosfatidiletanolamina. Quando combinados com DNA
formam particulas de 100-500 nm de didmetro que podem penetrar nas membranas celulares e
entrar nas células. O complexo de DNA e lipossomas € resistente a degradacdo da nuclease,
melhorando assim as taxas de sucesso da distribuicéo de genes.

Os mais recentes progressos nas estratégias de tratamento estdo focados na
identificacdo de métodos que potencializem a atividade da CFTR, restaurando sua regulacédo
enddgena, o transporte de ions, melhorando desta forma as doencas pulmonares e as demais
comorbidades concomitantes apresentada por esta patologia (CABELLO, 2011).

CONLUSAO

A fibrose cistica é uma doenca multisistémica, que pode acometer varios 6rgaos, além
de comprometer as funcdes pulmonares, a etiologia da doenga € determinada pela mutagéo no
gene CFTR, cuja proteina esta envolvida principalmente, no transporte de ions cloreto através
das membranas apicais das células epiteliais.

Com a descoberta do gene CFTR gerou grande expectativa para o desenvolvimento de
terapia curativa da FC, a terapia génica, que surge como um promissor e abre caminhos para a

terapia definitiva, podendo contribuir para a diminui¢cdo da morbidade e mortalidade
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decorrente principalmente das alteracBes pulmonares, ja que a mesma tem como principal
objetivo tratar as vias aéreas.

Essa terapia apresenta uma perspectiva de revolucionar o tratamento da FC, pois a
mesma atuard na sua base de origem. No entanto, ainda encontra se desafios que nédo estéo
permitindo explorar todo o potencial de acdo que esta técnica tem para oferecer. Os principais
desafios decorrem da imprevisibilidade da utilizag&o de vetores virais, devido a fatores como
a potencial imunogenicidade e insercdo mutagénica. Sobretudo, as alternativas néo virais,
solucionam algumas dessas limitacGes, pois possuem uma baixa imunogenicidade e uma
grande capacidade de carga de DNA, no caso os lipossomos catidnicos.

Contudo, ainda existir alguns desafios técnicos e éticos que necessitam ser
ultrapassados para que a terapia génica possa atingir maior adogdo, os grandes numeros de
ensaios clinicos continuam avangando, proporcionando desta forma perspectivas animadoras

para o futuro.
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