O Tratamento das Doencas

Nas décadas vindouras, a biologia molecular, a engenharia de pro-
teinas e o Projeto do Genoma Humano terfio um impacto enorme
no tratamento das doencas genéticas e outras. Neste capitulo, por-
tanto, faremos uma reviso geral ndo s6 das terapias padifo usa-
das no tratamento das doengas genéticas, mas também delineare-
mos estratégias novas que poderfio ser usadas no future. Em par-
ticular, destacaremos terapias que refleten o enfoque genético da
medicina. Como em todas as terapias, o objetivo do tratamento das
doengas genéticas € eliminar ou melhorar os efeitos do distirbio
ndo s6 no paciente, mas também na familia. Além disso, a familia
deve ser informada sobre ¢ risco de que a doenga possa vir a ocor-
rer emn outros rembros. Esta ltima responsabilidade, & consulta
genética, um componente importante no tratamento dos distdrbi-
os hereditdrios, serd tratada em separado no Cap. 19. O tratamen-
to preferido de algumas, e talvez de muitas, doengas monogéni-
cas eventualmente serd a terapia de transferéncia gémica, se o pro-
cedimento puder ser seguro e efetivo. J4 foram obtidos sucessos
iniciais promissores com a feyapia génica. Entretanto, mesmo guan-
do copias de um gene normal podem ser transferidas para o paci-
ente para efetuar uma cura permanente, em muitos casos a familia
precisard de uma consuita genética continuada, de teste de porta-
dor e de diagndstico pré-natal durante virias geraces. Para dis-
nirbios monogénicos, o tratamento geralmente se baseia na repo-
si¢io da proteina deficiente, melhorando seu funcionamento on mi-
nimizando as consegiiéncias de sua deficiéncia.

SITUACAO ATUAL DO TRATAMENTO
DAS DOENCAS GENETICAS

Doencas Multifatoriais

Para a maioria das doencas multifatoriais (ver Cap. 15), tanto os
componentes ambientais quanto os genéticos da etiologia sio
pouco compreendidos Quande uma contribuicie ambiental €
reconhecida, hd uma oportunidade efetiva de intervencgio, pois
& exposigio ao fator ambiental em geral pode ser modificada.
Assim, o fumo de cigarros é um fator ambiental que todos os
pacientes com enfisema devem evitar, Pelo meros um mecanis-
mo pelo qual o fumo de cigarros leva ao enfisema foi revelado
pelo estudo do distirbio monogénico da deficiéncia de e;-
antitripsina {e,-AT). Comeo foi descrito no capitulo anterior, o
fumo de cigarros oxida a metionina critica no sitio ativo de w,-

Genéticas

AT, o que reduz em 2 000 vezes sua capacidade de inibir a elas-
tase. Assim, o fumo produz uma perda adquirida substancial da
fungfo de w,-AT.

A maioria das doencas com heran¢a compiexa € passivel de
alguma forma de tratamento cirdrgico ou médico, embora este tra-
tamento possa ndo ser particularmente “genético” em seu enfogue.
Um exemplo marcante de um distirbio geneticamente complexo
para o qual a terapia médica padrdo € cada vez mais bem-sucedi-
da € a diabetes melito tipo I, na qual uma intensa terapia de repo-
sigdo de insulina melhora acentvadamente o resultado (Quadro
13.1). Q uatamento cirdrgico de distirbios multifatoriais também
pode ser bem-sucedido. Por exemplo, trés anomalias estruturais
(defeitos cardiacos congénitos, fenda labial e palatina ¢ estenose
pilérica) afetam cerca de 1,5% de todas as criangas nativivas e
constituem aproxiradamente 30% de todos os neonatos com do-
engas genéticas. Muitos pacientes com estas condi¢Bes podem ser
curados por cirurgia, uma forma de modificagfo fenotipica. Em
cerca de metade destes pacientes as doengas sdo curdveis por uma
tinica operacio. Portanto, a cura é possivel em pelo menos 10% a
15% das criangas com wm distdrbio geneticamente determinado.
O tratamento das doencas hereditdrias em geral nio € tdo benéfi-
co, embora com freqiiéncia melhore a qualidade de vida. Para os
distirbios multifatoriais que se manifestam tipicamente na ado-
lescéncia ou na vida adulta, tais como a hipertensfo essencial, a
diabetes, a doenca arterial coronariana e as principais psicoses, as
imperfeicdes do tratamento refletem nossa ignorincia quanto 2
etiologia ou & complexidade da patogenia.

Doencas Monogénicas

O tratamento das doencas monogénicas infelizmente ainda é
muito deficiente. Um levantamento de 372 distirbios mendelia-
nOS mostrou que a terapia atual é totalmente efetiva em 12%,
parcialmente efetiva em 54% e sem beneficios em 34% (Fig
13.1). Uma tend@ncia identificada em viarios levantamentos € que
© tratamento tem mais probabilidade de ser bem-sucedido se 0
defeito biogquimico bdsico for conhecido. Por exemplo, em um
estudo realizado por Hayes e colaboradores em 1985, verificou-
se que era possivel aumentar o tempo de vida por meio de trata-
mento em apenas 15% das doencas monogénicas estudadas, mas
er um subgrupo de 65 erros hereditdrios nos guais a causa €12
conhecida, esta porcentagem subiu para 32%. Aumentos simila-



QUADRO 13-1]

‘0 Efeito de Intensa ’[_‘erapla de Repomgao de
[Insulina nas Taxas de Trés ComplicacGes Comuns -
da Dlabe S

Taxa/100 pacientes
Tratamento Tratamento % de Redugdo
Convencional  Intensivo de Risco
Retinopatia 4,7 1.2 76
Albumindria 34 2,2 34
Neuropatia 9,8 3,1 69

De Diabates Control and Complications Trial Research Gréup (1993) N EnglJ
Med 326:977-986, Adaptado de Scriver C_R., Teeacy E P (1599) Is there treat-
ment for “genetic” disease? Mol Gen Metab 68:93-102

res foram observados para outros fendtipos, inclaindo crescimen-
to, inteligéncia e adaptag@o social. Assim, as pesquisas para elu-
cidar a base genética e bioquimica das doencas hereditarias t8m
um impacto dréstico no paciente. Entretanto, em geral a terapia
atual nfio restaura a satide normal & grande maioria dos pacien-
tes com um distiirbio monogénico.

O atual estado insatisfatdrio do tratamento das doencas gené-
ticas deve-se a vdrios fatofes, incluindo os que se seguem:
{ 1. Gene nio-identificado ou patogenia incompreendida. O
~ locus mutante em mais de 75% das doengas genéticas & des-
conhecido, e 0 conhecimento da fisiopatologia destas doen-
¢as nas quais o gene afetado ou a anomalia bioquimica foi
definida € inadequado. Na fenilcetondria (PKU), por exem-
plo, a despeito de anos de estudd; 0§ mecanismos pelos quais
a elevagdo da fenilalanina prejudica o desenvolvimento € o

Total de
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funcionamento cerebral ainda séo pouco compreendidos (ver
Cap. 12) Para as doengas nas quais o funcionamento da pro-
teina afetada s6 foi determinado recentemente, tais como a
fibrose cistica e a distrofia muscular Duchenne (DMD) (ver
Cap 12), muito trabalho ainda & necessdrio antes que este
conhecimento bdsico possa ser traduzido em terapia efetiva.

2. Dano fetal pré-diagndstico. Algumas mutaces atuam cedg.
no desenvolvimento ou causam uma_ patologia_imeversivel
antes que sejam diagnosticadas. Estes problemas podem ser
antecipados em aIguns casos, se houver uma histéria familiar
de uma doenca genéticaouse a tnagem do portadc}r ‘identifi-
car casais em risco. No GIHMmO Caso, o tratamento pré-natal s
vezes é possivel para condigdes médicas e cirdrgicas As opor-
tunidades de tratamento pré-natal, cujos exemplos so mos-
trados no Quadro 13.2, aumentarfio & medida que o diagnds-
tico pré-natal {ver Cap. 18) tornar-se vidvel para uma gama
cada vez maior de distirbios,

3. Os fendtipos graves sfe os primeiros a ser reconhecidos.
Os casos iniciais de uma doenca a ser reconhecida em geral
sdo aqueles afetados de modo mais grave, que normalmente
sfo menos passiveis de tratamento do que aqueles afetados
de maneira mais branda. Nos casos brandos, a proteina mu-
tante pode reter alguma funcio residual que pode ser aumen-
tada por védrias estratégias, como serd descrito mais adiante,

CONSIDERACOES ESPECIAIS NO )
TRATAMENTO DAS DOENCAS GENETICAS

A Necessidade de Uma Avaliagdo a
Longo Prazo do Tratamento

Nas doengas genédticas, talvez mais que em outras dreas da me-
dicina, o tratamento que de inicio se julga bem-sucedido pode,

Resposta ao tratamento

Hesposta
parcial
n=200
(;u - ) Sem
tratamento
efetivo
{n=126)
Resposta '
completa

(N=48)

Exemplos

Acidiiia Galactosemia Doenga de

metilmaldnica Tay-Sachs
responsiva a B,

Fig. 13.1 O efeito do tratamento em 372 doengas genéticas nas quais o gene afetado ou a fungio bioquimica é conhecido e para as quais

estdo disponiveis informactes suficientes para andlise A aciddda

metilmaldnica respansiva a B,, e a doenga de Tay-Sachs sao discuti-

das no Cap 12, e a galactosemia é descrita neste capitulo (Adaptado de ScriverC R Treacy E P [1999] Is there treatment for “genetic”

disease? Mol Gen Metab 68:93-102)
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QUADRO 13-2

Exemplos de Tratamento Pré-natal de Distirbios Herdados e Congénitos. .

Tratamento Médico Pré-natal

Tratamento Cirdrgico Pré-natal

Doenca Tratamento

Doenca Tratamento

Deficiéncia de biotinidase Administracio materna de

biotina
Aciddria metilmaldnica
cobalamina-responsiva

Administragiio materna de
cobalamina

Hiperplasia adrenal Dexametasona

congénita

Obstrucfio urindria devida a valvas
uretrais —» hidronefrose

Hérnia diafragmitica
~+ hipoplasia do pulmio

Stndrome de transfusio gémeo-gémeo
~» Segitestro vascular —

Cateter percutineo ou
vesicostomia

Reduzir viscera e reparar
diafragma

Separar vasos comunicantes
placentdrios

hidropisia fetal

eventualmente, demonstrar-se imperfeito. Existem pelo menos
trés facetas neste problema Primeiro, o tratamento pode inicial-
mente parecer bem-sucedido e apds uma longa observagao apre-
sentar pequenas inadequagdes Assim, embora criancas com PKU
bem-tratadas tenham escapado de um retardo grave e tenham um
QI normal ou quase normal (ver adiante), elas em geral mani-
festam sutis distiirbios de aprendizagem e de comportamento que
prejudicam seu desempenho académico.

Segundo, ao tratamento bem-sucedido de mudangas patol6-
gicas em um 6rgdo podem se seguir problemas inesperados em
tecidos que antes ndo se havia observado que estavam clinica-
mente envolvidos porque os pacientes ndo haviam sobrevivido
tempo suficiente para isto. A detecgio das dltimas manifestactes
pode exigir muitos anos de observagdo apas a terapia inicial. Um
distirbio que flustra este ponto € um erro hereditério do metabo-
lismo de carboidratos bem conhecido, a galactosemia. Este dis-
tirbio resulia da incapacidade de metabolizar a galactose, um
monossacarideo que é componente da lactose (aglicar do leite).
As pessoas com esta doenca autossOmica recessiva niio tém a
enzima galactose-1-fosfato uridil transferase (GAL'T), que nor-
malmente catalisa a conversdo de galactose-1-fosfato em uridi-
na difosfogalactose (UDPG):

GALT

galactose-1-phosphate UDPG

As criangas com galactosemia em geral sdo normais ao nas-
cimento, mas comegam a desenvolver problemas gastrintes-
tinais, cirrose hepdtica e cataratas semanas apds o inicio do
aleitamento. Se ndo for reconhecida, a galactosemia causa
grave retardo mental e em geral € fatal. A remogiio total de

- leite da dieta, entretanto, pode proteger contra a maioria das

conseqiiéncias prejudiciais da deficiéncia de GALT, embora,
como acontece com a PKU, hoje se saiba que os problemas

- de aprendizagem sd3o comuns mesmo nos pacientes galacto-

sémicos bem-tratados. Além disso, a despeito de um tratamen-
to bem-feito, a maioria das mulheres com galactosemia tem
insuficiéncia ovariana que parece resultar da toxidez continu-
ada de galactose.

Qutra doenga que demonstra este fendmeno é a cistinose, que
€ causada pelo actimulo de cistina no lisossomo em decorréncia
de um defeito no efluxo de cistina (ver Quadro 12.1). O armaze-
pamento de cistina inicialmente leva 2 insuficiéncia renal. A
medida que os pacientes que recebem transplantes renais enve-
lhecem, entretanto, a morbidade resuita de hipotireoidismo, da
doenca das ithotas que causa diabetes e de vérias anomalias neu-

rologicas. Um exemplo final € dade por mutagGes no gene de
retinoblastoma (ver Cap. 16). Os pacientes submetidos & trata-
mento bem-sucedido para o tumor ocular nos primeiros anos de
vida corrern um risco aumentado de desenvolver uma maligni-
dade independente, o osteossarcoma, apds a primeira década. Iro-
nicamente, portanto, o tratamento que de modo bem-sucedido
prolonga a vida também cria uma nova oportunidade para a ex-
pressdo clinica do defeito bdsico, em particular em condigGes nas
quais © gene mutante é normalmente expresso em muitos teci-
dos, fornecendo, assim, mais alvos potenciais para o desenvol-
vimento de patologia.

Terceiro, a terapia que € tida corno lvre de efeitos colaterais
a curto prazo pode estar associada a graves problemas a longo
prazo. Por exemplo, a infusiio do fator de coagulagdo na hemo-
filia &s vezes resulta na formagdo de anticorpos contra a protei-
na infundida, e a transfus@o de sangue na talassemia invaria-
velmente produz sobrecarga de ferro, que pode ser tratada, mas
com dificuldade.

Heterogeneidade Genética e Tratamento

O tratamento ideal para os defeitos monogénicos requer um grau
incomum de precisao diagndstica, em geral no nivel da molécu-
la afetada. Como foi descrite nos capftulos iniciais, a heteroge-
neidade genética (heterogeneidade alélica ou heterogeneidade de
locus) € uma caracterfstica comum das doengas genéticas, Para
unt tratamento apropriado, em geral é crucial nfio sd tratar uma
anomalia bioquimica, mas também identificar precisamente o
defeito bioquimico bésico, em oposi¢io a um defeito secundé-
rio (ver o Quadro 11.1). Por exemplo, as anomalias na fenilala-
nina hidroxilase e nas enzimas do metabolismo de biopterina
produzem hiperfenilalaninemia, mas o tratamento dos dois lipos
de defeitos € bem diferente. Mesmo as mutagGes alélicas podem
exigir tratamentos diferentes: os distirbios clinicamente distin-
tos de B-globina, talassemia e anemia falciforme ilustram este
conceito

O estudo das variantes alélicas dos defeitos enzimdticos mos-
trou que os alelos que conservam pequenas quantidades de ati-
vidade enzimdtica residual em geral causam doengas bem me-
nos graves que os alelos nulos. O contraste entre a necessidade
de uma estrita restri¢io dietética de fenilalanina em pacientes com
PXU cléssica (com pouca ou nenhuma atividade enzimatica re-
sidual) e a dieta normal tolerada por aqueles com hiperfenilale-
ninemia benigna (com cerca de 5% de atividade enzimética re-
sidual) ilustra este principio. O coroldrio desta observagio é que
o tratamento efetivo da PKU cldssica por transferéncia de enzi-



ma ou gene exigiria a produgdo ou a liberagio de apenas peque-
nas quantidades de fenilalanina hidroxilase.

A heterogeneidade alélica tem implicagGes adicionais para a
terapia. Alguns alelos produzem uma proteina que € diminuida
ent abundéncia, mas que tem funcio residual. As estratégias cri-
adas para aumentar a expressio ou a estabilidade da proteina
parcialmente funcional podem ser efetivas na corregéo do defei-
to bioquimico. Em contraste, nflo se ganha nada avmentando a
quantidade de uma proteina mutante sem fungio residual, Na
verdade, o aumento de expressio de uma proteina mutante sem
fungdio pode ser prejudicial, pois ela pode exercer um efeito do-
minante negativo (ver Cap, 12) se interagir com o produto do alelo
normal, ou comn outras proteinas, para impedir seu funcionamen-
to. Esta consideraco também ¢ relevante para os esforcos em
transferir um gene normal para um paciente com uma doenga
genética. Por exemplo, no que diz respeito aos pacientes com
osteogénese imperfeita, pode ser mais fécil tratar daqueles com
aletos nulos por transferéncia génica do que daqueles com ca-

Nivel de intervencdo
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deias de coldgeno qualitativamente anormais que reduzem &
coniribuicio efetiva do gene transferido {ver Fig. 12.21).

ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO

As doengas genéticas podem ser tratadas em muitos niveis, em
vérias etapas distantes do gene mutante (Fig. 13.2). No restante
deste capitulo, descreveremos a 16gica usada ou proposta parao
tratamento em cada um destes niveis. Em geral, as doencas i
descritas neste livro sfio usadas como exemplos, embora outros
distiirbios sejam apresentados pela primeira vez, quando neces-
sério, para ilustrar um enfoque especifico. Nenhum dos atuais
tratamentos € necessariamente mutuamente exclusive, embora
uma terapia génica bem-sucedida torne outras terapias supérflu-
as. Para as doencgas nas quais se conhece o defeito bioguimico
ou genética, a freqiitncia com a qual as diferentes estzatégias so
usadas atmalmente é mostrada na Fig 13.3.

Estratégia de tratamento

Gena mutante € —— ==~ ==~~~ Madificagao do gendtipo somético

{i} transplante
{0 ex, transplante de medula
dssea na fB-talassemia)
{li} terapia génica
{p. ex., transferdneia da subunidade regeptora de
S citocina -ye do receptor de interisucina na SCID-X1}

~ Modulagdo farmacologica

da expressdo génica

{p. ex., butirato para aumentar a
v Hb F na anemia falciforme)

mANA mutante € - -~~~ -~ -~ Transferéncia do gene de ribozima

Y PR
Proteina mutante «

para degradat mRNA mutante
{apenas experimental)

-~ Reposigdo de proteina
{p ex, administragdo de glicocerebrosidase
na doenga de Gaucher, fator
Vil na hemefilia A)

~ Aumenia de fungio residual

(. ex., piridoxina na homocistinuria cldssica)

DHSfUNGAD e o o o s
bioquimica ou
ouira metabdtica

“--

-
-

Fendtipo clinico

‘7 ‘—-"‘

Compensagao especffica de doenca
(i) dietética

{0 ex, dieta pobre em fenilalanina na PKU)
(i) farmacoidgica
- {p. ex., benzoata de sddio nos defeilos do
ticlo da urdia}

Y - == Intervengic medica
{(p. ex, transfusdo na anernia laiciforme)

~ Intervengae cirdrgica
(n ex, corregdo de doenga cardiaca congénita)

. - = Consulta gengtica
- (p. ex., apds crianga nascida com tissomia do 21)

Afamilia = == oo Detecgéo de portador

‘v-
bl

{p. ex, para a doenca de Tay-Sachs)

~ Diagnostica pré-sintomatico

{p. ex., doenga de Huntingion}

Fig. 13.2 Qs vérios niveis de tratamento que siio relevantes para as doencas genéticas com as correspondentes estratégias usadas em
cada nivel Para cada nivel uma doenca discutida no texto é dada como um exemplo (Adaptada de Valle D [1987] Genetic diseasa: An

overview of current therapy Hosp Pract 22:167-182 )
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Transplante de medulz dssea 3%

Transplante de tecldo 4%

Suplementagao de co-fator 4%

Cirurgla 4%

Interveng&o farmacoldgica 10%

Vias aliernativas 3%

Terapia génica/
reposicao de
enzima 1%

De apoio

Fig. 13.3 A freqliéncia com a qual varias estratégias terapéuticas e de tratamento sio atualmente usadas para 372 disturbios metabdli-
<os (o mesmo grupo de distiirblos mencionados na Fig 13 1} Se um distdrbio € tratado usando-se. por exemplo. duas estratégias. o
impacto de cada estratégia no tratamento total foi estimado e alocado entre cada enfoque {De Seriver C R . Treacy E P [1999] Is there

treatment for “genetic” disease? Mol Gene Metab 68:93-102)

O tratamento “ao nivel do fendtipo clinico” (ver Fig. 13.2) éuma
categoria destinada a incluir todos os tipos de intervencio médica
ou ciriirgica que ndo sfo (nicas para o tratamento das doengas ge-
néticas Em geral, esta é ainica terapia disponivel e, em alguns casos,
pode ser tudo o que € necessério, como descrevemos antes para al-
gumas malformaces cirurgicamente corrigiveis. Finalmente, a
importancia de educar o paciente nfo pode ser menosprezada — nio
s6 para alcangar a compreensio da doenca, suas implicacBes gerais
e seu tralamento, mas também para garantir sua cooperaciio com a
terapia, que pode ser inconveniente e por toda a vida

Tratamento das Doencas Metabdlicas

O enfoque mais bem-sucedido para a abordagem do tratamento
das doengas genéticas especificas tem sido no nivel de uma ano-

QUADRO 13-3

malia metabélica. De fato, este conceito € bem familiar, porgue
se aplica a todos os Homo sapiens: os humanos e oulros prima-
tas, em contraste com a maioria dos mamiferos, compensam sua
incapacidade de produzir dcido ascérbico (vitamina C) incluin-
do esta vitamnina essencial em sua dieta. As principais estratégi-
as usadas para manipular o metabolismo no tratamento de erros
inatos sdo mostradas no Quadro 13.3. A necessidade que tém os
pacientes com doencas farmacogenéticas, tais como a deficién-
cia de glicose-6-fosfato desidrogenase, de evitar algumas dro-
gas e substincias quimicas foi descrita no Cap. 12.

RESTRICAO DIETETICA

A restriciio dietética é um dos métodos mais antigos e mais efe-
tivos de tratamento das doengas genéticas. Doengas que envol-

Tratamento de Dostsas Gendticas por Marip
Tipo de Intervengiio Metabolica

Substincia ou Técnica

Doenca

Evitar Drogas antimalarigenas Deficiéncia de G6PD

Barbituratos Porfiria intermitente aguda
Restrigdo dietética Fenilalanina PKU

Galactose Galactosemia
Reposigio Tiroxina Hipotireoidismo congénito

Biotina Deficiéncia de biotinidase
Desvio Benzoato de sddio Distiirbios do ciclo da uréia

Resinas orais Heterozigotos para hipercolesterclemia familiar
Inibigao Lovastatina Heterozigotos para hipercolesterolemia familiar
Deplecio Aferese de LDL. (remogiio direta de

LDI. do plasma)

Homozigotos para hipercolesterolemia familiar

GGPI_) = glicose-6-fosfalo desidrogenase; LDL = lipoproteina de baixa densidade; PKU = fenilcetomiria.
Modificado de Rosenberg L. E (15903 Treating genetic diseases: Lessons from three children Pediatr Res 27:510-816
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(dieta, catabolismo) Hipurato

{excretado na urina)
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Fig. 13.4 A estratégia de desvio metabdlico Neste exemplo, a
amonia ndo pode ser removida pelo ciclo da urdia devido a um
defeito genético de uma enzima do ciclo da uréia. A administra-
¢do de sédio benzoato desvia a aménia para a sintese de glici-
na. e a fragdo de nitrogénio é subseqiientemente excretada coma
hipurato

Uréia

Sddio benzoata

vem mais de 24 loci sfo tratadas deste modo hoje em dia. A van-
tagem deste enfoque ¢ que ele pode ser altamente efetivo. Seu
aspecto negativo € que em geral requer cooperacio durante toda
a vida para que seja mantida uma dieta restrita e normalmente
artificial. As restricbes dietéticas sio caras para a familia bem
como para o paciente, especialmente na adolescéncia. Muitas das
doengas tratdveis deste modo envolverm vias catabdlicas de ami-
nodcidos e, portanto, uma grande restri¢io da proteina dietética
normal em geral € necessdria. Nutrientes essenciais, tais como
aminodcidos, entretanto, ndo podem ser totalmente abolidos. Sua
ingestdo deve ser suficiente para as necessidades anabélicas. Para
este grupo de pacientes que tém defeitos enzimdticos brandos
(alelos mutantes “vazantes” [leaky]), uma pequena fragio do
composto agressor em geral pode ser tolerada. Conseqiientemen-
te, a dieta é menos restritiva e a adesiio pode ser melhor Se o
precursor dietético da substincia agressora nfo for um nutriente
essencial, ele também pode ser eliminado da dieta. Um exemplo
de tal composto € a galactose, que o corpo pode produzir a partir
da glicose em quantidades adequadas para as pequenas necessi-
dades dos processos bioquimicos normais, tais como a sintese
de mucopolissacarideos.
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Uma dieta restrita em fenilalanina evita bem o dano neu-
rologico na PKU cldssica (ver Cap 12). As criangas fenilce-
tondricas sdo normais ao nascimento porque a enzima mater-
na as protege durante a vida pré-natal. Os resultados do trata-
mento s3o melhores quando o diagndstico é feito logo apds o
nascimento e o tratamento comega imediatamente. Se a cri-
anga ¢ alimentada com uma dieta normal no primeiro més de
vida, ocorre um retarde mental icreversivel, O grau de déficit
intelectual estd diretamente relacionado 2 demora na institui-
¢do de uma dieta pobre em fenilalanina. A condigiio mental
normal dos pacientes com hiperfenilalaninemia benigna de-
monstra que o tratamento efetivo da PKU cldssica pode ser
obtido mantendo-se os niveis de fenilalanina abaixo de cerca
de 0,4 mM. Sem esta orientagio, seriam necessdrias muitas
tentativas para se estabelecer um nivel “seguro” de fenilala-
nina plasmadtica na doenga cldssica Hoje recomenda-se que
os pacientes com PKU mantenham uma dieta pobre em feni-
lalanina por toda a vida, pois anomalias neurol6gicas e corn-
portamentais desenvolvem-se em muitos (embora nio em to-
dos) pacientes quando a dieta ¢ interrompida. Mesmo nos
pacientes que foram tratados durante toda a vida, entretanto,
hoje estd claro que quando a inteligéncia (medida em QI) é
normal, ou quase normal, ainda existem déficits neuropsico-
16gicos (em habilidades conceituais, visuoespaciais e de lin-
guagem) Entretanto, deve-se destacar que os procedimentos
de tratamento produzem resultados muito superiores aos ob-
tidos sem o tratamento.

REPOSICAD

O fornecimento de metabdlitos essenciais, co-fatores ou hor-
ménios cuja deficiéncia deve-se a uma doenga genética & sim-
ples em termos conceituais e, em geral, em termos de aplica-
¢do. Alguns dos defeitos monogénicos tratados de forma mais
bem-sucedida pertencem a esta categoria. Um exemplo impoi-
tante € dado pelo hipotireoidismo congénito. De 10% a 15%
dele € de origem monogénica. Este distdrbio resulta de uma
variedade de defeitos na formagfo da glindula tiredide ou de
seu principal produto, a tiroxina. Como o hipotireoidismo con-
génito € comum (cerca de 1/4.000 neonatos) e o tratamento pode
evitar o retardo mental associado, a triagem neonatal é feitaem

Piasma L.DL LDL  LDL iDL DL LDL
( ) (00 (OO
HMG HMG / HMG
CoA CoA CoAY,
Figado N N 2"
Cotesteroi Colesterol Colesterol
Acidos i Acios D Ac&os ]
hiliares biliares hillares
~ ;\; }\;
Intesting ( () ( (
Sem drogas Deplecdo de Inibidor de redutase +
dcido biliar deplecéo de dcido biliar

Fig. 13 5 Fundamento para o uso combinado de uma resina ligadora de 4cidos biliares e um inibidor de 3-hidioxi-3-metilglutaril coen-

zima A (HMG CoA) redutase no tratamento dos hetetozigotos para hipercolesterolemia familiar (De Brown M S Goldstein | &

{1986]

A receptor-mediated pathway for cholesteral homeostasis Science 232:4 Copyright da Nobel Foundation )
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muitos paises, de modo que a administragio de tiroxina pode
ser iniciada tdo logo seia possivel ap6s o nascimento, a fim de
evitar os graves defeitos intelectuais que de outro mode séo
inevitaveis. Um segundo exemplo é dado pela deficiéncia de
biotinidase. A falta de atividade de biotinidase impede a recu-
peragdo de biotina das proteinas biotiniladas e, como resulta-
do, a reciclagem deste co-fator enzimdtico é perturbada. A ad-
ministracio oral de grandes quantidades de biotina € totalmen-
te corretiva, se for aplicada antes que se desenvolvam as gra-
ves seqiielas neurolégicas.

DESVIOS

A terapia de desvios £ o uso acentuado de vias metabdlicas al-
ternativas para reduzir a concentragio de um metabélito preju-
dicial. A estratégia de desvio tem sido aplicada de modo bem-
sucedido no tratamento de distirbios do ciclo da uréia (Fig.
13.4). A fungdo do ciclo da uréia é converter a amdnia, que €
neurotéxica, em uréia, que é um produto final benigno que €
excretado. Se o ciclo for perturbado por um defeito enzimético,
tal como a deficiéncia de argininosucinato ou liase, a hiperamo-
nemia conseqiiente sé pode ser parcialmente controlada pela
restriciio dietética da protefna, A am6nia pode ser reduzida a
niveis normais pelo desvio para vias metabdlicas que normalmen-
te sdo de significado secundério, levando 2 sintese de compos-
tos nao-prejudiciais. Por exemplo, a administragdo de grandes
quantidades de benzoato de sédio forca sua ligagiio corm glicina
a formar hipurato, que ¢ excretado na urina (ver Fig. 134} A
sfntese de glicina € assim aumentada, e para cada mol de glicina
formada, um mol de amdnia € consumido.

Um enfoque similar tem sido bem-sucedido no que diz res-
peito a ajudar a reduzir o nivel de colestero] nos heterozigotos
para hipercolesterolemia familiar (FH) (revista no Cap. 12)
Pelo desvio de uma fragio aumentada de colesterol para sintese
de bile, o tinico gene normal de receptor de lipoproteina de bai-
xa densidade (1.DL) destes pacientes pode ser estimulado a pro-
duzir mais receptores hepéticos de LDL-colesterol (Fig. 13.5).
O tratamento atinge uma redugfo significativa no colesterol do
plasma porque 70% de toda a captagio mediada pelo receptor
de LDL de colesterol é pelo figado. O aumento de sintese de
dcidos biliares é obtido pela administragio oral de resinas ndo-

QUADRO 13-4

absorviveis, tais como a colestiramina e colestipol, que jigam
4cidos biliares no intestino e aumentam sua excregdo fecal.

Um principio importante ilustrado neste exemplo é que as
doengas autossdmicas dominantes as vezes podem ser tratadas
aumentando-se a expressio do alelo normal . Esta estratégia em
geral é inefetiva nos pacientes sem o alelo normal, incluindo, por
exemplo, os homozigotos para FH. Entretanto, 08 pacientes que
siio homozigotos para uma doenga genética podem ter alguma
resposta aos tratamentos usados para os heterozigotos (Fig. 13 3),
se ainda houver alguma atividade residual de um dos dois alelos
mutantes.

iNIBICAD

A inibicio farmacol6gica das enzimas as vezes € usada para
modificar as anomalias metabélicas dos erros hereditdrios. Este
principio também é explorado de modo efetivo no tratamento de
pacientes com FH. Se forem usados métodos para diminuir a
carga de colestero] desviando-o para outros compostos ou remo-
vendo-o com métodos fisicos, como serd descrito na se¢ao que
se segue, o figado tentard compensar a defici&ncia de colesterol
aumentando sua sintese. Em conseqiléncia, o tratamento dos
heterozigotos FH é mais efetivo se a sintese de colesterol hepé-
tico for simultaneamente inibida. O desenvolvimento das estati-
nas — poderosos inibidores competitivos da enzima limitadora
da taxa de sintese de colesterol, 3-hidroxi-3-metilglutaril coen-
zima A (HMG CoA) redutase — permitiu um enfoque combi-
nado racional que ¢ altamene efetivo. As altas doses de estatina
efetuam uma redugdo de 40% a 60% nos niveis de LDL-coleste-
rol do plasma nos heterozigotos FH. Quando usada junto com a
colestiramina (Fig. 13.5), o efeito € sinérgico, e diminuicGes
maiores podem ser obtidas. A seguranga a longo prazo das esta-
tinas provou ser marcantemente boa. Como a maioria dos homo
zigotos FH tem pouca ou nenhuma atividade residual de recep-
tor de LDL, as estatinas em geral s3o inefetivas no tratamento
destes pacientes

DEPLECAO

As doencas genéticas caracterizadas pelo acimulo de um com-
posto prejudicial &s vezes sdo tratadas pela remogao direta do
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composto do corpo. Este principio também ¢ ilustrade pela FH.
Os homozigotos FH respondem bem & remogio de LDL do plas-
ma por um métado chamado de aferese de LDL. Uma vez por
semana, o plasma do paciente & passado continuamente, durante
2 a 3 horas, por colunas que removem a apolipoproteina B que
contém lipoproteinas, incluindo LDL. Sdo obtidas reduces de
até 70% de 1.DL colesterol

Tratamento no Nivel da Proteina

Se uma proteina mutante tem alguma fung¢do residual, pode ser
possivel aumentar esta atividade aumentando-se a estabilidade
da proteina ou a capacidade residual de funcio de cada molécu-
Ia anormal. Nas enzimopatias, a melhoria obtida no funcionamen-
to por este enfoque em geral € muito pequena, da ordem de al-
guns poucos por cento, mas normalmente este aumento € tudo
do que se precisa para restaurar a homeostasia bioquimica. Lo-
gicamente, as mutagdes que impedem a sintese de qualquer pro-
teina funcional ndo sdo sujeitas a este enfoque. Além disso, a
maioria das proteinas ndo interage com ligandos “corretivos™ que
podem ser dados em grandes quantidades e, nestes casos, o tra-
tamento em nivel proteico pode ser obtido apenas com a substi-
tuigdo da prépria proteina,

MELHORIA DO FUNCIONAMENTO DA PROTEINA MUTANTE

As anomalias bioguimicas de vérias doencas metabdlicas po-
dem responder, s vezes intensamente, 3 administracio de
grandes quantidades do co-fator vitaminico da enzima preju-
dicada pela mutacio (Quadro 13.4). Na verdade, os erros he-
reditirios responsivos a vitamina esto entre as doencas ge-
néticas tratadas de forma mais bem-sucedida. As vitaminas
usadas sdo marcantemente atéxicas, o que em geral permite a

Apoenzima
inativa

Apoenzima mutante
com defeito de sitio
de ligagdo de co-fator

Co-fator
vitaminico

Co-fator vitaminico
exagenc
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administragio segura de quantidades 100 a 500 vezes maiores
que as necessarias para a nutri¢do normal. Os mecanismos que
contribuem para o efeito terapéutico variam com a doenca. Na
deficiéncia de biotinidase, por exemplo, a resposta ocorre por-
gue a biotina administrada substitui a biotina que néo é remo-
vida e reciclada devido & deficiéncia de biotinidase, a partir
das enzimas s quais € ligada. Na hemocistiniria decorrente
de deficiéncia de cistationina sintase {ver Fig. 12.7), 0 meca-
nismo difere, pois o co-fator, o piridoxal fosfato, ndo é cova-
lentemente ligado & apoenzima. Cerca de 50% destes pacien-
tes respondem A administraciio de altas doses de piridoxina
(vitamina By, o precursor de piridoxal fosfato). Na maioria
destes pacientes, a homocistina desaparece do plasma. O au-
mento na atividade da enzima hepdtica é de apenas algumas
vezes: em um caso, por exemplo, de 1,5% para apenas 4,5%
da atividade controle. As concentragSes aumentadas de piri-
doxal fosfato podem superar a afinidade reduzida da enzima
mutante pelo co-fator (Fig. 13.6). A enzima mutante também
pode ser estabilizada por sua associagiio com o co-fator. Em
qualquer caso, ¢ tratamento com piridoxina melhora substan-
cialmente o curso clinico da doenga nos pacientes que respon-
dem. Nos pacientes niio-responsivos em geral néo hd ativida-
de residual de cistationina sintase a aumentar.

REPOSICAO DE PROTEINA

Os principais tipos de reposi¢@o de proteinas usados hoje em dia
estdo resumidos no Quadro 13.4 A reposicao de proteinas € parte
do repertdrio terapéutico rotineiro em apenas algumas doengas,
todas as quais afetam proteinas cujo principal sitio de acdo é o
plasma ou Haquido extracelular. A prevencéo ou o fim de episddi-
os de sangramento nos pacientes com hemofilia pela infusio de
fracGes do plasma enriquecidas do fator VIII é o exemplo princi-

Holoenzima
ativa

Haoloenzima
parcialmente ativa

Fig. 13.6 O mecanismo de resposta de uma apoenzima mutante & administragdo de seu co-fator em altas doses Os defeitos enzimati-
cos responsivos & vitamina em geral sdo devidos a mutagdes que reduzem a afinidade normal {em cima} da enzima (apoenzima) pelo co-
fator necessario para ativd-la Na presenga de altas concentragdes do co-fator gue resultam da administragdo de até 500 vezes a neces-
sidade didria normal a enzima mutante adquire uma pequena guantidade de atividade suficiente para restaurar a normalidade biogui-
mica {Redesenhado de Valie D | 1987} Genetic disease: An overview of current therapy Hosp Pract 22:167-182 }
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pal. Os anos de experiéncia com esta doenca também indicam os
problemas que podem ser antecipados & medida que novas estra-
iégias, descritas mais adiante, estimulam as tentativas de reposi-
¢@o de outros polipeptideos, particularmente intracelulares. Os
problemas incluem a dificuldade e o custo para procurar quanti-
dades suficientes de protefna para tratar todos 0§ pacientes com
uma fregiiéncia ideal, a necessidade de administrar a proteina com
uma freqiléncia compativel com sua meia-vida (apenas 8 a 10 horas
para o fator VIII), a formacio de anticorpos neutralizantes em al-
guns pacientes (5% dos hemofilicos cldssicos) e a contaminagio
da protefna com agentes exdgenos, particularmente virus (hepati-
te, virus da imunodeficiéncia humana).

Reposicéo de Uma Protefna Extracelular:
Deficiéncia de Aifa,-Antitripsina

A AT, descritano Cap . 12, € o principal inibidor de elastase do
neutréfilo, uma enzima proteolitica destrutiva estocada nos neu-
tréfilos. Existem cerca de 40.000 homozigotos Z Z apenas nos
EUA. Assim, a deficiéncia de o-AT é uma causa significativa de
mmorte prematura na poputlacio de adultos (ver Fig 12.9). O trata-
mento mais efetivo da deficiéncia de o,-AT é uma modificagio
ambiental — evitar o fumo O objetivo da terapia adicional & res-
tabelecer o equilibrio entre a elastase e a @,-AT pelo direciona-
mento da @,-AT ao epitélio pulmonar e liquido intersticial alveo-
lar. Nos pacientes com deficiéncia de «,-AT, a o,-AT pode ser
nfundida por via intravenosa em doses grandes o suficiente para
manter a concentragio intersticial de o,-AT em um nivel inibidor
efetivo por I semana ou mesmo por mais tempo. Um efeito clini-
co significativo € observado apenas nos pacientes com prejuizo
moderado (entre 30% e 65% do normal) da fun¢io pulmonar an-
tes do tratamento. Isto €, nos pacientes com uma reducio maior
ou menor de funcionamento pulmonar antes do ratamento, nio
se observa uma diminuicio significativa da perda da fungéo pul-
monar. Um enfoque ainda mais promissor é oferecido pela admi-
nistragdo de ) -AT diretamente nos pulmdes por inalagio de
aerossol. Este tratamento requer apenas 10% da dose intravenosa
de a)-AT e atinge niveis efetivos tanto no pulmio quanto no plas-
ma com InalagGes realizadas duas vezes ao dia.

Reposicdo Extracelular de Uma Enzima Intracelular:
Deficiéncia de Adenosina Desaminase

A adenosina desaminase (ADA) é uma enzima crucial do me-
tabolismo de purinas que catalisa a desaminacfo da adenosina
em inosina e da desoxiadenosina em desoxiinosina (Fig 13.7).

Degradagéc do DNA

N

adenosina desoxiadenosina

adanosina desaminase (ADA)

inosina desoxiinosina

Fig. 13.7 A adenosina desaminase (ADA) converte a adenosina em
inosina e a desoxiadencsina em desoxiinesina Na deficiéncia de
ADA. 0 acimulo de desoxiadenssina nos linféeitos é linfotdxico.
matando as células por prejudicar a replicagio do DNA e a divisdo
celular para causar uma imunodeficiéncia combinada grave {SCID)

Os efeitos patolégicos da deficiéncia de ADA, uma doenga au-
tossbmica recessiva, resultam inteiramente de anomalias nos
linfécitos, nos quais a enzima é normalmente encontrada em
seus niveis mais altos. A linfotoxidez resultante causa uma
profunda insuficiéncia de imunidade tanto mediada por célula
{célula T) quanto humoral (célula B), tornando a deficiéncia de
ADA uma das causas da imunodeficiéncia combinada severa
{SCID) (ver Cap. 14). Os pacientes que nio sio tratados mor-
rem de infecgio dentro dos primeiros 2 anos de vida. O trans-
plante de medula 6ssea de um doador totaimente compativel
quanto & HLA € o tratamento atual de escolha. Na auséncia de
um doador apropriado, um tratamento muito efetivo é a admi-
nistragio de ADA bovina que tenha sido modificada para au-
mentar sua eficdcia.

Adenosina Desaminase Modificada. Numerosos estudos
estabeleceram que a infusfo de hemdcias normais em pacien-
tes com deficiéncia de ADA reduz os niveis de metabdlitos
téxicos, particularmente de desoxiadenosina. Entretanto, a res-
posta era varidvel e pouco mantida. Para evitar estes proble-
mas, a ADA bovina é modificada pela ligag#io covalente de um
polimero inerte, o polietileno glicol (PEG). A ADA modifica-
da por PEG tem pouca imunogenicidade, nfo entra nas células
e tem uma meia-vida de 3 a 6 dias no plasma (em comparagio
com 3{ minutos no camundongo normal). A terapia de reposi-
¢80 PEG-ADA (injecao intramuscular uma ou duas vezes por
semana) quase normaliza as anomalias metabdlicas no meta-
bolismo de purina. Embora PEG-ADA nfo corrija completa-
mente ¢ funcionamento imune (muitos pacientes continuam T
linfopénicos), a imunoprotegdo é restaurada e 0cofTE Urna acen-
tuada methora clinica. Este enfoque, embora muito caro, repre-
senta uma importante estratégia nova para o tratamento de uma
doenca genética.

Os principios gerais exemplificados pelo uso de PEG-ADA
sao (1) que as protefnas podem ser modificadas para melhorar
sua efetividade como reagentes farmacoldgicos, sem interferir
necessartamente ern sua atividade biolSgica e (2) gue uma enzi-
ma que normalmente ¢ situada dentro da célula pode ser efetiva
extracelularmente se seu substrato estiver em equilibrio com o
liquido extracelular e se seu produto puder ser captado pelas
células que o necessitam. Como ser4 ilustrado na proxima segio,
a estratégia de modificagfio pode ser estendida a protefnas que
podem funcionar apenas intracelularmente, direcionando a pro-
teina para um tipo celular especifico.

Reposicdo de Protefnas Intracelulares:
Enzimas Direcionadas

A possibilidade de direcionar um polipeptido para uma célula
especifica e um determinado compartimento intracelular j4 fol
demonstrada para a doenca de Gaucher, o mais prevalente dis-
tirbio de armazenamento lisossGmico, que afeta até 1/450 ju-
deus Ashkenazi e 1/40 000 a 1/100.000 individuos de outras po-
pulacbes. Esta condigfio autoss6mica recessiva deve-se a uma
deficiéncia da enzima glicocerebrosidase. Seu substrato, glico-
cerebrosideo, € um lipidio complexo normalmente degradado
no lisossomo. Esta patologia resulta do acimulo de glicocere-
brosideo, em particular nos lisossomos de macréfagos no sis-
tema reticuloendotelial. O processo de armazenamento do
macréfago leva a um grande aumento do figado e do bago Além
disso, a medula dssea £ lentamente substituida por macr6fagos
cheios de lipideos (“células de Gaucher™), que no final com-
prometem a producdo de eritréeitos e plaquetas, causando ane-




miz e trombocitopenia. As lesGes da medula 6ssea causam dor
episddica, osteonecrose e grande morbidade. Uma minoria de
pacientes tem uma degeneraco progressiva do sistema nervo-
so central. ’

A reposiciio de glicocerebrosidase na doenga de Gaucher
ilustra o desafio de direcionar uma proteina tanto para um tipo
particular de célula quanto para um enderego intracelular es-
pecifico, neste caso o macréfago e o lisossomo, respectiva-
mente. A doenga de Gaucher € um modelo propicio ao direci-
pnamento de proteina por virios motivos. Primeiro, como na
maioria das proteinas o sistema nervoso central nfio estd en-
volvido, a enzima deve ser direcionada apenas para o sigtema
reticuloendotelial periférico. Segundo, a Unica terapia alter-
nativa no momento € o transplante de medula dssea, um pro-
cedimento relativamente de alto risco. Terceiro, a enzima
humana estd disponivei em abundancia, purificada ou da pla-
centa ou de uma forma recombinante secretada por células
cultivadas. Finalmente, a biologia do macrdfago é bem com-
preendida o bastante para se sugerir uma estratégia de direci-
onamento da enzima para ele,

Mais de 2,500 pacientes estdo sendo tratados hoje em todo o
mundo com glicocerebrosidase, com intensos beneficios clini-
cos. O aumento do nivel de hemoglobina de um paciente, uma
resposta representativa vista na maioria dos pacientes, é mostra-
do na Fig. 13.8 Além de tudo, esta terapia também reduz o an-
mento do figado e do bago, aumenta a contagem de plaquetas,
acelera o crescimento e melhora as anomalias esqueléticas ca-
racteristicas. Este sucesso depende de uma modificagfio dos car-
boidratos que normalmente se associam a esta glicoproteina: os
agucares terminais sdo removidos para expor o cerne das unida-
des ¢-manosil As manoses expostas direcionam a enzima para
o macréfago, via um receptor de manose na membrana plasmé-
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Fig. 13.8 O efeito de infusdes intravenosas semanais de glicocere-
brosidase modificada na concentragdo de hemoglobina de uma
crianca com doenga de Gaucher sem envolvimento neuroldgico O
tratamento foi iniciado aos 4 anos de idade e continuou por 18
meses A terapia fol acompanhada de um aumento na contagem
de plaguetas e melhora radioldgica nas anomalias dsseas Os pa-
rametros hematoldgices retornaram aos niveis anteriores ao trata-
mento quando as infusdes pararara A barra na abscissa represen-
ta o petiodo de administragio da enzima (Redesenhado de Bar-
ton N W Fuibish F $ Murray G | 2t ai |1990] Therapeutic res-
ponse to intravencus infusions of giucocerebrosidase in a patient
with Gaucher disease Proc Natl Acad Sci USA 87:1913-1916)
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tica. Uma vez ligada, a enzima ¢ internalizada e dirigida ao li-
sossomo. Como na terapia de PEG-ADA, a reposigio de glico-
cerebrosidase atualmente é muito cara. Entretanto, esta estraté-
gia demonstra um principio importante e ilustra a possibilidade
de direcionar uma enzima intracelular para seu local fisiologi-
camente relevante, a fim de produzir efeitos clinicamente signi-
ficativos. Para muitas doencas, deve ser possivel usar o gene
clonado para produzir grandes quantidades da proteina relevan-
te em cuftura e modificar o polipeptideo do modo necessdrio para
o direcicnamento celular e intracelular especifico,

Modulagdo da Expressdo Génica

Como demonstraram os enros hereditdrios do metabolismo res-
ponsivos a vitaminas, mesmo pequencs aumentos no funciona-
mento de uma proteina mutante podem ser vantajosos se ela ti-
ver um funcionamento residual. Efeitos teraputicos também
podem ser obtidos, pelo menos em principio, extraindo-se pe-
quenos aumentos na quantidade de RNA mensageiro transcrito
pelo locus afetado (Quadro 13.5), desde que a proteina mutante
retenha alguma fungfio residual. No momento, nfio existe nenhum
exemplo no qual se possa demonstrar um efeito terapéutico be-
néfico que tenha surgido em decorréncia deste mecanismo. Uma
estratégia alternativa, em estudo para a anemia falciforme, €
aumentar a expressdo de um gene normal que compense o efeito
da mutacio em outro locus. Este exemplo ilustra um conceito que
provavelmente € aplicdvel a uma variedade de condigdes.

Terapia de Butirato na Anemia Falciforme. A anemia
falciforme causa doenca tanto pela anemia quanto pelo afoica-
mente das hemdcias (ver Cap. 11). Duas observagdes sugeriram
que a indugfio de um aumento no nivel de hemoglobina (Hb) F
{,v,) beneficiaria 05 pacientes com este distdrbio. Primeiro, a
HbF é um transportador de oxigénio perfeitamente adequado na
via pés-natal, embora sua abundéncia nas hemdcias adultas dos
humanos normais seja baixa (< 1% da hemoglobina total). Se-
gundo, a polimerizagdo de desoxiemoglobina S € inibida pela
HbF, e demenstrou-se que os altos niveis de HbF (a niveis de
mais de 20 g/100 ml) nos pacientes com anemia falciforme de
algumas partes da India e da Ardbia Saudita melhoram a gravi-
dade clinica da doenga (A base genética de seu aumento de ex-
pressio do gene v, uma forma de persisténcia hereditdria de he-
moglobina fetal {ver Cap. [1], é desconhecida.)

O reconhecimento de que o buttrato pode aumentar a expres-
siio do gene de y-globina surgiu da observacio de que nas crian-
¢as com mies diabéticas as altas concentracdes de plasma de
dcido a-amino-n-butirico estfio associadas a uma demora na
mudanca pds-natal do gene -y para 8 {ver Fig. 11.4). Subseqilen-
temente, virios estudos de pacientes com anemia falciforme
mostraram que a administrag&o de butirato de fato aumenta a
expressdo do gene de y-globina por um mecanismo desconheci-
do (Fig. 13.9). Um trabaltho posterior € necessério para estabele-
cer os beneficios a longo prazo deste tratamento e identificar os
efeitos colaterais, No minimo estas observacbes demonstram que,
na clinica, € possivel aumentar a expressdo pds-natal de genes
para um grau terapeuticamente significativo.

Modificacdo do Genoma Soméatico 7/ :
por Transplante

As células transplantadas conservam o gendtipo do doador e,
consegiientemente, o transplante pode ser visto como uma for-
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QUADRO 13-5

Tratamento por Medificacéio do Genoma ou sua Expressdo - ..

Tipo de Medificacdo Exemplo

S

Situééﬁio

Moedolagio farmacolgica da
expressio génica
falciforme e na B-talassemia
Modificacio parcial do gendtipo
somidtico
Por transplante

Transplante de medula dssea nas doencas de
armazenamento, p. ex., 2 sindrome de Hurler

Transplante de figado na deficiéncia de a,-

antitripsina

Por transferéncia génica em Hemofilia B

tecidos somidticos

Terapia de butirato para estimular & sintese de y-
globina {e, portanto, da HbF) na anemia

Transplante de medula dssea na B-talassermia

Em pesquisa

Curativo com doador compativel em HLA;
em geral, bons resultados

Excelentes resuitados em algumas doengas,
mesmo se o cérebro for afetado,
come na sindrome de Hurler

Até 80% de sobrevida em 5 anos para
doenca genética do figado

Em pesquisa: urna tentativa inicial em 3
pacientes usando inje¢o intramuscuiar
de doses baixas de um virus adeno-
associado expressando fator IX levou a
pequenas mudangas nas metas clinicas

ma de terapia de transferéncia génica porgue leva a uma modifi-
cacdo do genoma somdtico. Como o genoma do receptor perma-
nece inalterado em todas as outras células, o receptor torna-se,
de fato, um mosaico. Existernt duas indicacdes gerais para o uso
de transplante no tratamento de uma doenga genética. Primeiro,
as células ou drefos podem ser transplantados para introduzir
copias tipo selvagem de um gene em umn paciente com mutagdes
neste gene. Esta indicacdo tem a irdnica consegiiéncia de fazer
com que um érgio aparentemente normal s vezes seja Iemovi-
do porgue sua disfungio bioquimica estd danificando outro teci-
do. Este € caso, por exemplo, da homozigose para FH, na qual o
transplante de figado é um procedimento efetivo, mas de alto
risco. A medida que cresga a experiéncia com o transplante par-
cial (p. ex., de células hepdticas para um local ectépico), entre-
tanto, e a terapia génica seja bem-sucedida, os transplantes de
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Fig. 13.9 O efeito da administragao de pulsos de butirato na por-
centagem de hemoglobina {MbF) em 11 pacientes com anemia fal-
ciforme Cada barra gréfica mostra os niveis iniciais de HbF e o
aumento em HbF durante z terapia nos 11 pacientes Cada pacien-
te recebeu a droga por 4 dias (o “pulso”). seauida de 10 5 24 dias
sem ela. Os niveis de HbF aumentaram de uma média de 7.2 % para
uma média de 21% de butirato {Adaptado de Atweh G F . Sutton
M . Nassif { . ef al [1999] Sustained induction of fetal hemoglobin
by pulse butyrate therapy in sickle cell disease Blood 93;1790-1797 )

6rgios inteiros para esta finalidade se tornarfio menos freqiien-
tes. A segunda e mais comum indicagfio para o transplante € a
de reposiciio celular, para compensar um 6rgio danificado por
uma doenga genética (p. ex., um figado que se torna cirrético na
deficiéncia de a,-AT). Alguns exemplos de usos de transplante
na doenga genética sdo dados no Quadro 13.5.

TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA EM i
DOENGAS DE NAQ-ARMAZENAMENTO !

Além do amplo uso no tratamento de cincer, o transplante de
medula dssea também € o tratamento de escolha para um grupo
seleto de distirbios de deficiéncia imune, incluindo a SCID de
qualquer tipo. Salvo algumas outras condi¢des sem nenhuma ou-
tra terapia efetiva, seu papel no tratamento das doengas genéticas
em geral é menos certo e realizado sob cuidadosa avaliacio Por
exemplo, o tratamento convencional de pacientes com talassernia
por meio de transfusGes freqiientes e quelagiio de ferro tem dade
excelentes resultados em alguns centros. Por outre lado, étimos
resultados também tém sido obtidos com transplante de medula
dssea no tratamento de pacientes com f3-talassemia com menos de
16 anos. Mais de 90% dos pacientes com fungio hepatica normal
e uma histéria de boa quelagiio tém sobrevida de 3 anos livres de
efeitos prejudiciais. Antes de tomar qualquer deciséo sobre o me-
Ihor modo de tratamento (padio versus transplante de medula
éssea), deve-se fazer urna avaliagio a longo prazo dos pacientes
que eram relativamente saudédveis antes do inicie do tratamento €
entdo foram tratados com um ou outro enfoque. O papel do trans-
plante de medula Gssea nos pacientes com alguma doenca de ar-
mazenamenio lisossémico serd discutido mais adiante

Transplante de Células-tronco Hematopoéticas de San-
gue da Placenta. As células-tronco sio células que se auto-renc-
vam definidas por duas propriedades: (1) elas podem se proliferar
para produzir tipos celulares diferenciados de um tecido in vivo €,
uma vez desenvolvidas, (2) podem continuar a se aulo-renovar du-
rante a vida do organismo As células-tronco embriondrias, qué
podem originar o organismo inteiro, serdo discutidas no Cap. 17
No momento, a inica célula-tronco de relevéncia clinica é a célula-



tronce hematopoética, que pode reconstituir o sistema sangufneo
ap0s o transplante de medula dssea. Embora a medula éssea hd muito
seja a principal fonte de células-tronco hematopoéticas transplants-
veis e de células genitoras, a descoberta de que o sangue placenta-
rio (que estd prontarnente disponivel) representa uma fonte rica de
células-tronco hematopoéticas estd comegando a causar um impac-
to substancial no tratamento da malignidade e da doenga genética

O uso de sangue placentdrio tem trés grandes vantagens so-
bre a medula 6ssea como uma fonte de células-tronco hemato-
poéticas. Primeiro, 0s receptores sfo mais tolerantes ao sangue
placentdrio histoincompativel que s outras células alogénicas
doadoras. Assim, o enxerto pega mesmo se até trés antigenos de
HLA ndo forem compativeis entre o doador e o receptor. Segun-
do, a grande disponibilidade de sangue placentdrio, juntamente
com 0 aumento de tolerdncia das células doadoras histoincom-
pativeis, amplia muito o nimero de potenciais doadores para
qualquer receptor. Esta dltima caracteristica é de particular sig-
nificado para os pacientes de grupos étnicos minoritdrios, para
0s quais o grupo de potenciais doadores é relativamente peque-
no. Terceiro, o risco de doenga enxerto-versus-receptor é subs-
tancialmente reduzido usando-se células do sangue placentdrio
como fonte doadora. £ provdvel que o isolamento e a caracteri-
zacdo das células-tronco de outros tecidos, incluindo o sistema
nervoso, eventualmente possibilite a reposicio celular em uma
ampla variedade de malignidades e doencas genéticas.

TRANSPLAMTE DE MEDULA OSSEA EM DGENCAS
DE ARMAZENAMENTO LISOSSOMICO

Mecanismo de Efeito. No final da década de 1980, come-
gou a emergir um quadro cautelosamente encorajador a partir dos
estudos animais e humanos de transplantes de medula éssea nas

Transplante de medula éssea
de doador alogénico
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doengas de armazenamento lisossdmico. Agindo por meio dos
dois mecanismos mostrados na Fig. 13.10, os transplantes de
medula dssea sio efetivos em cormigir o armazenamento lisos-
sOmico em muitos tecidos, incluindo, em alguma doengas, o
cérebro. Primeiro, as células transplantadas sdo uma fonte de
enzimas lisossdmicas que podem ser transferidas para outras
células pelo liquido extracelular, como foi inicialmente mostra-
do pelos experimentos de co-cultivo de Neufeld ¢ colaborado-
res com células das sindromes de Hurler e Hunter (ver Cap. 12).
Como as células derivadas da medula dssea constituem cerca de
10% do total da massa celular do cotpo, o impacto quantitativo
das enzimas transferidas delas pode ser significativo. Segundo,
o sistema mononuclear-fagdeito na maioria dos tecidos, se nfo
em todos, € derivado de células-tronco da medula Gssea e, as-
sim, apés o transplante de medula dssea, este sistema é de ori-
gem do doador em todo o corpo. De especial destaque s#o as
células microgliais perivasculares do cérebro, cuja origem da
medula pode responder em parte pela correciio das anomalias do
sisterna nervoso por transplante de meduia dssea em alguns dis-
tirbios de armazenamento.

Haoje estd bem estabelecido que o transplante de medula 6ssea
corrige ou reduz as anomalias viscerais de muitas doengas de ar-
mazenamento. Por exemplo, como se poderia prever pela eficdcia
da terapia enzimdtica (j4 descrita), os pacientes com doencga de
Gaucher sdo curados pela transferéncia de enzimas conferidas pelas
células da medula éssea do doador, com corregdes do retardo de
crescimento, da dor dssea e da espienomegalia, Uma normaliza-
¢do ou redugdo compardvel no tamanho do figado, do baco, e do
coragao também € obtida na sindrome de Hurler (ver Cap. 12), e
melhorias na obstrucio das vias aéreas superiores, na mobilidade
das articulagdes e na opacidade da cémea também sio alcanga-
das. As anomalias esqueléticas da sindrome de Hurler em geral

Mecanismo 2
Enzima liberada por todo o
corpo por células doadas
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Fig. 13.10 Os dois principais mecanismos pelos quais o transplante de medula dssea ou a transferéncia génica para a medula Gssea
podem reduzir o acimuio de substrato nas doengas de armazenamento lisossdmico A medula dssea transfectada expande-se para re-
popular o sistema mongcito-macrdfago do paciente Além disso, as enzimas lisossdmicas sao liberadas pelas células da medula éssea
derjvadas do doador e captadas pelas células deficientes da enzima do liquido extracelular
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nio sfo corrigidas pelo transplante de medula dssea, entretanto, e
esta auséncia de efeito sobre as doengas esqueléticas também ocor-
fe com outras doengas de armazenamento

O resultado mais recompensador apds o transplante de me-
dula em pacientes com doenga de Hurler € o efeitc deste trata-
mento no cérebro. Os pacientes com sindrome de Hurler que tém
bons fndices de desenvolvimento antes do transplante e que se
submetem ao transplante antes dos 24 meses de idade continu-
am a se desenvolver cognitivamente apds o transplante, em con-
traste com a perda inexordvel da funcéio intelectual que ocorre-
ria de outro modo. Curiosamente, um efeito de dosagem génica
é manifesto na medula doada: as criancas que recebem células
de deadores normais homozigotos parecem ter mais probabili-
dade de reter uma inteligéncia totalmente normal que os recep-
tores de células doadoras heterélogas

Um efeito ainda mais acentuado no componente neutologico
de uma doenca de armazenamento tem sido observado apds o trans-
plante de medula éssea de pacientes com a forma de manifestagio
tardia de lencodistrofia de célula globdide (ou doenga de Krabbe),
um distiirbio degenerativo da substincia branca. Os pacientes com
a forma de manifestacfio tardia desta doenca, gue se deve a uma
deficiéncia da enzima galactocerebrosidase, tém um inicio clini-
coentre (0,5 e 3 anos de idade. O distirbio caracteriza-se por uma
degeneracfio progressiva da mielina periférica e central, espasti-
cidade, deméncia e neuropatia periférica, Os pacientes que sofre-
ram transplantes no sé tiveram uma parada do processo da doen-
¢a como também uma melhora ov normalizagio dos tremores, da
ataxia, da descoordenagio motora ¢ de outras anomalias. Além
disso, os defeitos estruturais da substincia branca no cérebro des-
tes pacientes em geral s8o reversiveis (Fig. 13.11). O sucesso dos
transplantes de medula éssea no tratamento de alguns distdrbios
de armazenamento indicam a eficicia da terapia de transferéncia

génica em muitas destas condigdes. Neste caso, 0 gene de interes-
se serd transferido para as células do paciente cultivadas, prece-
dendo o transpiante de medula.

TRANSPLANTE DE FIGADO

Para algumas doencas hepiticas metabélicas, o transplante de
figado € o tratamento de escolha, porque € o tnico tratamento
benéfico conhecido. Por exemplo, a doenca hepdtica cronica
associada 2 fibrose cistica e & deficiéncia de o-AT 56 pode ser
tratada com transplante hepdtico, e juntos estes dois distirbios
sHo responsdveis por uma grande fracfio de todos os transplantes
de figado feitos na populaciio pedidtrica. O transpiante de figa-
do tem sido feito para duas didzias de doencgas genéticas. No
momento, a taxa de sobrevida de 5 anos para todas as criangas
que receberam transplante de figado estd na faixa de 70% a 85%
Para quase todos estes pacientes, a qualidade de vida em geral €
muito meihorada, a anomalia especifica que determinou o trans-
plante € comrigida (como nos homozigotos para FH) e, nas con-
digfes nas quais ocorreu o dano hepdtico (tais como a deficién-
cia de ,-AT), o fornecimento de um tecido hepético sauddvel
restaura o ciescimento e o desenvolvimento puberal normal.

Q35 PROBLEMAS E O FUTURD DOS TRANSPLANTES

Existem dois grandes problemas que limitam o uso mais amplo
dos transplantes. Primeiro, a mortalidade apés o transplante € sig-
nificativa ¢ a morbidade por infecgdes decorrentes da necessida-
de de imunossupressdo e da doenca hospedeiro-versus-enxerto sdo
substanciais A meta final das pesquisas relativas aos transplantes
— trapsplanies sem imunossupressao ~— estd cada vez mais pro-
xima, e se isto for alcancado a condigfo terap@utica atual de mui-

Fig. 13.11 O efeito do transplanie de medula 4ssea nas anomalias da substancia branca em um paciente com a forma de manifestagao
tardia da leucodistrofia de célula globéide. Oito anos apés o transplante o aumento do sinal de substancia branca visto antes do trata-
mento estd bem reduzido (De Krivit W et al| 1998} Mematopoietic stem-cell transplantation in globoid cell leukodystrophy N Eng J Med
338:1119-1126. copyright © 1998 Massachusetts Medical Society Tedos os direitos reservados )



tas doencas, tanto genéticas quanto adquiridas, se1d transforma-
da. A tolerancia aumentada do receptor as células-tronco do san-
gue do corddo umbilical do doador (comparada com as células
doadas derivadas de medula dssea) exemplifica os avancos nesta
drea. Além da necessidade de imunossupressio, um segundo pro-
blema € o suprimento finito de érgdos Por exemplo, para todas as
indicagdes, entre 4.000 e 5.000 transplantes de figado podem ser
necessitios anualmente apenas nos EUA. Além disso, ainda per-
manece por ser demonstrado que os érgdos transplantados em geral
sdo capazes de funcionar normalmente durante toda a vida.

Uma solucio que evitaria muitos dos problemas associados
aos transplantes isog€nicos envolve a combinagio de terapia com
células-tronco ¢ a génica. Nesta situagdo, as proprias células-tron-
co do paciente seriam cultivadas in vitro, transfectadas por tera-
pia génica com o gene de interesse e retornadas ao paciente para
repopular o tecido afetado com células geneticamente restaura-
das. A identificagio das células-tronco em uma variedade de
tecidos humanos adultos e 0s recentes avancos na terapia de trans-
feréncia génica sdo muito promissores a este respeito.

“*
A tecnologia do DNA recombinante possibilitou considerar a cor-
regao das doengas genéticas no nivel mais fundamental, o gene. A
terapia génica é a introducdo de um gene em uma célula com o
fim de obter um efeito terapéutico, Transferindo cdpias funcionais
do gene relevante para o paciente, a correcfio de caracteristicas
reversiveis do fendtipo mutante deve, em principio, ser possivel.
A cura genética permanente de uma doenga humana herdada ain-
da néo foi demonstrada, mas muitas tentativas clinicas estdo sen-
do feitas para avaliar tanto a eficiéncia quanto a eficécia da tera-
pia de transferéncia génica. As principais conclusdes de um pai-
nel do National Institutes of Health em 1995 sobre a situagéio e as
perspectivas da terapia génica ainda estfio de pé: o progresso nes-
te campo tem siclo lento, a énfase das pesquisas nem sempre tem
sido apropriada e as primeiras noticias de eficécia foram superes-
timadas. Entretanto, o painel concluiu que a longo prazo a terapia
génica € promissora para o tratamento de doengas humanas.

Os estudos pré-clinicos em animais e as tentativas iniciais em
humanos sugerem que a terapia génica serd bem-sucedida em véri-

Terapia Génica
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as doengas, embora muitas dificuldades tenham que ser superadas.
Como descrito mais adiante, uma tentativa em dois pacientes com
uma forma de SCID parece ter corrigido a doenca, pelo menos a curto
prazo. Urn outro estudo de terapia génica do fator IX em trés paci-
entes com hemofilia B nio teve efeitos prejudiciais e apresentou uma
modesta melhoria clinica. Nesta secfio, destacaremos o potencial,
os metodos e as provaveis limitagoes da transferéncia génica parao
tratamento das doengas genéticas humanas Os requisitos minimos
que devem ser atendidos antes que o uso da transferéncia génica
possa ser considerado para o tratamento de um distdrbio genético
530 apresentados no boxe (ver adiante).

TERAPIA GEMICA: COMSIDERACOHES GERAIS

A meta da terapia génica é melhorar a satide do paciente pela
corregdo do fendtipo mutante. Para este fim, € necessdrio o en-
derecamento do gene normal para as células somdticas apropri-
adas (em oposi¢do & linhagem germinativa). Independente das
dificuldades éticas e técnicas envolvidas, ndo é necessario nem
desejdvel alterar a linhagem germinativa do paciente que estd
sendo tratado de uma doenca genética. Um risco é que gualquer
esforgo para integrar uma cépia normal de um gene 2 linhagem
germinativa (ou a um zigoto) teria um risco substancial de intro-
duzir uma mutagio nova.

A introducio de um gene nas células somdticas pode ser neces-
sdria para um dentre trés propdsitos (Fig. 13.12). Primeiro, a tera-
pia génica deve ser capaz de compensar um gene celular mutante
que tenha uma mutagio de perda de fungfo. Para tais doengas, a
introducdo de cdpias normais funcionais de um gene seria sufici-
ente para corrigir um fendtipo reversivel, tal como o aumento do
nivel de fenilalanina na PKU (neste caso, o gene ou genes mutan-
tes do paciente siio deixados no local). Nestes casos, em geral ndo
seria importante em que lugar do genoma de uma célula o gene
transferido seria inserido. Para funcionar em uma célula na qual
foi introduzido, o produto do gene transferido precisaria ter acesso
a co-fatores apropriados ou a outras moléculas essenciais para seu
funcionamento. Por exemplo, o co-fator para a fenilalanina hidro-
xilase, a tetraidrobiopterina ou BH, (ver Cap. 12), teria que ser dado
oralmente se esta enzima fosse introduzida na medula éssea ou nas
células musculares, que normalmente ndo produzem BH,

i. Identificagfo do locus afetado ou pelo menos da base bio-
quimica do distdrbio.

2. Um clone de DNA complementar (¢cDNA) do gene, o pré-
prie gene {particularmente se nio for grande) ou uma vee-
sdo funcional do gene do qual foram removidos os com-
ponentes que nao sfo cruciais para reduzir seu tamanho.

3. Um prejuizo substancial da doenga e uma relagio risco/
beneficio favordvel em comparag@o com a terapia alter-
nativa.

4. Um conhecimento suficiente da base molecular da doenga
para se ter seguranca de que a transferéncia génica tem
probabilidade de melhorar ou corrigir a patologia bioqui-
mica e evitar ou reverter as anomalias fenotipicas criticas.
Embora as mutacSes de perda de fangfo vio exigir a subs-
titni¢io por um gene funcional, alguns alelos dominantes,
tais como os alelos dominantes negativos, viio exigir a ina-
tivac@io do gene mutante ou de seus produtos.

Requisitos Minimos da Terapia Génica Para um Distlirbio Genético

5 Componentes reguladores apropriados para a transferncia
génica. Uma rigida regulaciio do nivel de expressio génica
€ relativamente sem importincia em algumas doengas e cru-
cial em outras. Na talassemia, por exemplo, a hiperexpres-
séio do gene transferido causaria um novo desequilibrio de
cadeias de globina, enquanto os baixos niveis de expressio
seriamn inefetivos. Em contraste, em algumas enzimopatias,
0$ niveis anormalmente altos de expressdo podem nio ter
efeito adverso

6 Uma célula-alvo apropriada com, em termos ideais, uma
meia-vida longa ou bom potencial replicativo in vivo

7. Dados adequados de células cultivadas e estudos animais
para indicar que o vetor, o gene coastruido e a célula-alvo
sdo tanto eficazes quanto seguros.

8. Revisdio do protocolo e aprovagio por uma comissio insti-
tucional de revisdo e, em muitos paises, uma supervisao
de uma agéncia governamental.
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Segundo, a terapia génica pode ser feita para substituir ou
inativar um gene mutante dominante cujo produto anormal causa
a doenca (gerahmente dominante). A substituicdo de tado um gene
mutante ou de parte dele no locus normal € muito mais diffcil.
Esta estratégia seria necessdria, por exemplo, para substituir um
gene de doenca de Huntington contendo uma repeticio CAG
ampliada ou pelo menos a maior parte da prépria expansiio CAG.
Como alternativa, a “cirurgia” génica deste tipo também pode-
ria ser obtida pela modificacio ou degradacfio do RNA mutante
e ndo do gene que o codifica. Por exemplo, a degradagfo seleti-
va de um mRNA mutante gue codifica nm préw, (I) dominante
negativo que causa a osteogénese imperfeita (ver Cap. 12) deve-
ria, em principio, evitar as anomalias dsseas deste distilibio. Os
genes terapéuticos que codificam as enzimas de RNA, ou ribo-
zimas, destinadas a degradar apenas o mRNA do alelo mutante
mostraram-se muito promissores nos estudos laboratoriais. Em-
bora tais métodos provavelmente sejam factiveis, este tipo de
pesquisa de terapia génica ainda estd em seus estdgios iniciais.
Terceiro, a terapia génica deve ser mais amplamente usada para
obter um efeito farmacolégico para contrabalangar os efeitos de
um gene celular mutante ou para compensar de algum outro modo
a patogenia da doenca. Os pacientes com doengas adquiridas,
inclusive o cncer, provavelmente serfio beneficiados por esta
estratégia (ver Fig. 13.12, B-D).

Nesta discussiio, usamos o termo ““gene transferido” para nos
referir a qualquer DNA construido que contenha as seqiiéncias
codificantes do gene em questio, sob o controle dos elementos
reguladores apropriados. Com mais fregiiéncia, um gene trans-
ferido consiste em um cDINA sob o controle de um promotor gue
pode nio ser necessariamente o promotor natural do gene (Fig,
13.13). Os elementos reguladores devern ser escolhidos de modo
gue O gene seja transcrito nas células-alvo em nivels adequados
e, se necessario, responda a sinais reguladores essenciais,

A CELULA-ALVO

Uma das consideracdes crucials na escolha de uma célula-alvo
apropriada é que ela tenha uma meia-vida longa in vivo ou um
potencial replicativo significativo, de modo que o efeito biold-
gico da transferéneia possa ser de duracBo dtl. As células-alvo
ideais sdo células-tronco (que sdo auto-replicativas) ou células
genitoras com substancial potencial replicativo. A introducéo do
gene nas céjulas-tronco pode resultar na expressio do gene trans-
ferido em uma grande populagBo de células filhas. No momen-
to, a medula dssea € o tnico tecido para o qual podem ser usadas
células-tronco ou células genitoras como receptoras dos genes
transferidos. A transferéncia de medula dssea serd apropriada
lanto para doengas que afetam células sanguineas, tais como a
talassemia e anemia falciforme, quanto para outras doengas que
ndo envolvem o sistema sanguineo em si (p. ex., a PKU). No
dltimo caso, a circulagfio Jevaria o substrato para a enzima na
medula e também removeria o produto. A lerapia de transferén-
cia génica para as células-tronco do sangue provavelmente tam-
bém € efetiva para o tratamento de doengas de armazenamento,
para as quais o transplante de medula dssea tem sido efetivo (ver
discussdo anterior).

Outras estratégias devem ser usadas para as células que nio
pedem se dividir muito em cultura e entdo ser reimplantadas no
paciente, ou que ndo t8m células-tronco identificdveis ou célu-
las genitoras no animal maduro. Por exemplo, os hepatécitos
podem ser mantidos por um breve perfodo em culturas priméri-
as transfectadas com um gene e entio sio retornadas para o ani-
mal. Como alternativa, a introdugfio direta do gene nas células-

alve in vivo (p ex., por injego) foi demonstrada em muitos ti-
pos de células, incluindo o figado e o musculo. As células endo-
teliais podem se revelar como alvos particularmente Uteis para a
ransferéncia génica porque revestem as paredes dos vasos san-
guineos. O produto proteico de um pene expresso nas céiuias
endoteliais pode ser liberado na circulagdo para atingir um efei-
to sistémico Uma consideraco logistica importante surge com
todos estes enfoques: o nimero de células nas quais o gene deve
ser introduzido tem que set muito grande Por exemplo, o nime-
ro aproximado de células hepdticas para as quais ¢ gene deve ser
transfectado para comrigir um tipico ervo hereditdric do metabo-
lismo, 12l como a PKU, é de cerca de 5% da massa de hepatéei-
tos, ou cerca de 10'° células (supondo-se que o nivel de expres-
s8o do gene transferido £ similar ao do tipo selvagem).

Nio se deve esquecer gue a célula-alvo também deve forne-
cer quaisquer proteinas adicionais ou ligandos necessdrios 2 ati-
vidade bioldgica do polipeptideo {ver Quadro 11 1).

ESTRATEGIAS DE TRANSFERENCIA GENICA

Um gene apropriadamente criado deve ser transferido para as
células-alvo por uma de duas estratégias gerais (ver Fig. 13 13)
A primeira envolve a introdug8o ex vive do gene nas células que
foram cultivadas do paciente, as quais sfo reintroduzidas apos a
iransferéncia génica. No segundo enfoque, o gene € injetado di-
retamente in vivo no tecido ou no liquido extracelular de interes-
se (do qual é seletivamente captado pelas células-alvo). O dire-
cionamento deste tipo em geral € obtido modificando-se o en-
voltério de um vetor viral, de modo que apenas as céhulas desti-
nadas ligam-se as particulas virais

TRANSFERENCIA DE DNA nag CELULAS: VETORES VIRAIS

O vetor ideal para a terapia génica tem que ser seguro, pronta-
mente feito, de facil introdugao no tecido-alvo apropriado e pre-
cisa gerar uma longa expressio do gene de interesse em niveis
apropriados. No momento, nfio foi identificado nenhum vetor,
viral ou no-viral, que atenda a todos estes critérios. Na verda-
de, provavelmente nenhum vetor isolado € satisfatdrio em todos
0$ aspectos para todos os tipos de terapia génica (ver Fig. 13.12},
e € provédvel que um repert6rio de vetores seja necessdrio Aqui,
veremos resumidamente trés das classes de vetores virais mais
usadas, as derivadas de retrovirus, adenovirus ¢ virus adeno-
associados.

Uma das classes de vetores mais usadas € derivada dos retro-
virus, virus simples a RNA com apenas trés genes estruturais que
podem ser removidos e substituidos pelo gene a ser transfectado
(ver Fig. 13.13). Uma vantagem importante dos vetores virais é
que eles sdo capazes de entrar em praticamente cada céiula da
populagio-alvo. A geraco atual de vetores retrovirais foi proje-
tada para se tornar incapaz de replicacdo. Seus outros méritos
incluem os seguintes fatos: ndo s@o téxicos para a célula, apenas
umn baixo nimero de cépias do DNA viral {(com o gene transfe-
rido} se integra ao genoma hospedeiro, 0 DNA integrado é estd-
vel e 0s vetores retrovirais podem acomodar grandes segmentos
de DNA adicionado (de até 8 kb), sendo espagosos o suficiente
para acomodar muitos genes {mas nunca todos) que poderiam
ser transferidos. Uma limitag@o importante de muitos vetores
retrovirais € que o DNA viral nio se integra ao DNA hospedeiro
das células que ndoe se dividem, o que impede o uso de tais veto-
res em muitos tecidos. Os lentivirus, sntretanto, a classe de re-
trovitus que inchui o virus da imunodeficiéncia humana, podem
ser capazes de se integrar ao DNA de muitas células de divisgo
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METAS DA TERAPIA GENICA
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| Exemplo de aplicagio: As células tumorals
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TK seguide de tratamento com ganciclovir,
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Produto afeta tecidos vizinhos.
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Exemplo 2:
Gene afeta
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Produto afeta tecido distal.

Exemple de aplicagdo: O impiante de
mioblastos geneticamente alterados ou
inje¢do de DNA plasmidial resuta em mdsculo
que secreta protelnas circulatérias ausentes,

Fig. 13.12 Quatro tipos de terapla génica CFTR indica o regulador de condutancia transmembranar de fibrose cistica e TK indica timi-
dina cinase do virus da herpes simples O exemplo D ilustra a estratégia usada em um dos primeiros expetimentos de terapia génica
humana que comprovadamente teve algum beneficio clinico, a injegio e a expressio do gene do fator IX no mdsculo de pacientes com
hemofilia B (ver texto} {Reproduzido com permissdode Blau H M., Springer M L [1995] Gene therapy — a novel form of drug delivery
N Engl | Med 333:1204-1207. copyright © 1995 Massachusetts Medical Society Todos os direitos reservados )

lenta ou células que nio se dividem, incluindo os neurdnios. Os
primeiros trabalhos experimentais oferecem a esperanca de que
estes vetores possam de fato ser adequados ao tratamento de dis-
tirbios neuroldgicos,

Os vetores adenovirais tém as vantagens de podererm ser ob-
tidos em alto titulo, de infectarem uma grande variedade de ti-
pos celulares, com ou sem divisio, e de poderem acomodar in-
sercdes de 30 a 35 kb, Sua principais limitaces sdo ser episso-
MOS & eXPressos apenas temporariamente {semanas) nas célu-

las-alvo e o fato de as proteinas virais provocarem fortes res-
postas imunes e inflamatdrias. Qs virus adenoc-associados, em
contraste, s0 muitc comuns na populagio humana e nio tém
efeitos adversos conhecidos Além disso, infectam células com
e sem divis@o em uma administragdo in vive e podem existir
seja epissbmica ou estavelmente integrados 20 cromossomo
hospedeiro. As desvantagens incluem o fato de que os atuais
vetores virais adeno-associados podem acomodar insercdes de
até 5 kb apenas
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Flg. 13.13 As duas estratégias que podern ser usadas para transferir um gene para um paciente com uma doenga genética. com base na
expressic de um gene humano medificade para uso na transferéncia génica vsando um vetor plasmidial {direita) ou com base em um
vetor retroviral contendo um cDNA humano (esquerda) Os componentes virais no final da melécula sfio necessdrios para a integragdo do

vetor no genoma do hospedeiro

TRANSFERENCIA DE DINA PARA AS CELULAS:
VETORES NAG-VIRAIS

Em principio, os vetores niio-virais 53¢ atraentes porque ndo
t8m riscos bioldgicos (p. ex., contaminacio viral) associados
aos vetores virais e porgue sua preparagfo, pelo menos {eori-
camente, ¢ mais direta. Os vetores ndo-virais sdo de quatro ti-
pos gerais:

1. DNA descoberto, por exemplo, um cDNA com elementos
reguladores em um plasmideo;

2. DNA embalado em lipossomos, uma camada dupla continua
de lipideos envolvendo um volume aquosc;

3. Conjugados proteina-DNA, nos quais o DNA forma com-
piexo com uma proteina — tal como um peptideo que se liga
a um receptor de superficie celular —, o que facilita a entra-
da do complexo nas células ou em um compartimento subce-
lular; e

4. Cromossomos artificiais, nos quais os componentes funcio-
nais minimos de um cromossomo natural (ver Cap. 3) sfo
combinados ao cDNA ou gene de interesse, com os elemen-
10s reguladores apropriados

Embora o potencial dos vetores nio-virais seja substancial,
seu sucesse geral tem sido limitado. As principais dificuldades
sdo: o DNA introduzido por estes vetores tende a ser captado por
lisossomos € degradado e, além disso, 0 DNA que escapa deste
destino ndo € eficientemente captado pelo micleo. Além do mais,
cada um dos sistemas ndc-virais tem seus problemas caracteris-
ticos. Por exemplo, o enderecamento de DNA descoberto € al-

tamente ineficiente, embora possa ser muito utif se puder ser in-
jetado diretamente no tecido de interesse e quando € necessdrio
apenas um efeito passageiro, como no tratamento de malignida-
des Os lipossomos sfo dificeis de direcionar para o tecido de
interesse, e 0 planejamento e a construgio de cromossomos arti-
ficiais ainda estfio em um estado inicial Além disso, a introdu-
¢do de grandes cromossomos artificiais (potencialmente bem
acima de um megabase de tamanho) em um nimero substancial
de células ¢é dificil, exceto por inje¢fo direta. Assim, a tecnolo-
gia e a biologia de vetores ndo-virais ainda estd em estdgio mui-
to inicial para nos permitir definir seu verdadeiro potencial de
tratamento de deenga.

RISCOS DE TERAPIA GENICA

A terapia génica para o tratamento de doengas humanas tem ris-
cos tanto demonstrados quanto tedricos que sdo de teés tipos
gerais, Primeiro, pelo menos um paciente morrey, aparentemente
de uma réagao adversa ao vetor adenoviral com o qual foi inje-
tado. Assim, a principal preocupagio € que o paciente tenha uma
reac@o adversa a0 vetor ou a0 gene transferido. Tals probiemas
devem §er amplamente anlecipados com estudos animais € hu-
manos preliminares apropsiacios Segundoéa _preocupaf;ﬁo dequ

proto-oncogeme ou perturbe um gene supressor tumoral, possi-
velmente levando A malignidade (ver Cap. 16) A expressao ili-
cita de um oncogene tem menos probabilidade de ocorrer com &
geracio atual de vetores virais, os quais foram alterados para
diminuir a capacidade de seus promotores de ativar a expressio
de genes hospedeiros adjacentes. A ativagio insercional de um




gene supressor tumoral provavelmente € infregiiente e, como tal,
¢ umm risco aceitdvel nas doengas para as quais ndo hd alternativa
terapéutica.

Um terceiro fsco — que a ativacio insercional DOSSA pertur:
bar um gene essencial — em geral ndo tem efeito significativo,
pois tais _rggﬁtggiéje}_gg@i_sjiggg{as ¢ matardo apenas algumas
células. Como o sitio de integracio de iim vetor viral & mais ou
menos aleatério, hd pouca chance de que o mesmo gene seja
danificado em mais de uma célula. A tinica excecdo a esta situ-
agdo aplica-se 4 linhagem germinativa: uma insercio em um gene
da linhagem germinativa poderia criar uma mutacdo dominante
causadora de doenga. Tais eventos, entretanto, provavelmente sdo
1aros e 0 TiSco & aceitdvel, pois seria dificil justificar a recusa de
tentativas cuidadosamente planejadas e revisadas de terapia gé-
nica a pacientes que ndo t&m outro recurso. Além disso, o pro-
blera da modificagio da linhagem germirativa pelo tratamento
para doengas nio estd confinado 4 terapia génica. Por exemplo,
a maior parte da quimioterapia usada no tratamento de maligni-
dades é mutagénica, mas este risco é aceito devido aos benefici-
05 terapéuticos.

CONSIDERACOES ETICAS

Como em qualquer tratamento novo, as propostas de tentati-
vas de transferir genes para pacientes devem ser submetidas a
urn rigoroso escrutinio pelas agéncias reguladoras e pelos co-
mitds de ética hospitalar. Entretanto, quase todas as agéncias
governamentais e religiosas que examinaram as propostas para
a terapia génica humana de tratamento de doengas genéticas
concordaram que esta oportunidade terapéutica deve ser per-
seguida. Em contraste com a transferéncia de genes para a li-
nhagem germinativa, a terapia de células somdticas levanta
alguns aspectos éticos que ndo so rotineiramente considera-
dos quando outra terapia nova é avaliada (p. ex , uma nova droga
contra o cincer).

ALGUMAS DOENCAS CANDIDATAS A TERAPIA GENICA

Muitos distdrbios monogénicos, alguns dos quais ja foram men-
cionados na discussdo anterior, sio candidatos potenciais 4 cor-
re¢do por terapia génica. Eles incluem condigdes hematopoéti-
cas tais como a talassernia, a hemofilia e vérias formas de imu-
nodeficiéncia, bem como distdrbios tais como a PKU, os disttir-
bios do ciclo da uréia, a FH e a deficiéncia de «,-AT, cada uma
afetando proteinas produzidas no figado. Considerages adicio-
nais relevantes ao uso da terapia génica para quatro distirbios
importantes séo destacadas aqui,

.. Imunodeficiéncia Combinada Grave. A primeira cura
possivel de uma doenga herdada pela terapia génica foi relatada
no inicio de 2000. Cada um dos dois pacientes tratados tinha uma
forma de SCID (ver Cap i4), SCID-X1, devida a mutagdes no
gene ligado ao X codificante da subunidade receptora de citoci-
na yc de vérios receptores de interleucina. A deficiéncia de re-
ceptor causa um bloqueio inicial no crescimento de linfécitos T
e natural killer (NK), na sobrevida e na diferenciagio. Embora
um transplante bem-sucedido de medula dssea possa salvara vida
neste distirbio, os pacientes con SCID-X1 que recebem trans-
plantes tém um funcionamento extremamente pobre de células
B Cuidadosos estudos pré-clinicos sugeriram gue uma tentati-
va clinica provavelmente seria segura e efetiva. As células-tron-
co da medula dssea dos pacientes foram infectadas em cultura
(ex vivo) com um vetor retroviral que expressou a subunidade
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ye de ¢cDNA Uma vantagem seletiva foi conferida as células
transduzidas, porque a subunidade transmite sinais de sobrevida
as genitoras de células T e sinais proliferativos As genitoras de
linfdcitos NK.

Dez meses apés a transferéncia génica, células T e NK ex-
pressando o transgene de subunidade yc ainda eram detecta-
das nos pacientes, e as contagens de células T, B e NK e o fun-
cionamento foram restaurados aos niveis dos controles de mes-
ma idade. Além disso, ocorreu uma acentuada melhora clini-
ca, com a resolugdo da diarréia e das lesdes de pele, bem como
restauragdo do crescimento e desenvolvimento normais. Nio
foram observados efeitos adversos. A questo crucial agora é
se & corre¢do € permanente. A sobrevida continuada das célu-
las-tronco transduzidas aparentemente responsavel pelos bene-
ficios deve ser documentada, e a expressdo do gene transferido
deve ser mantida. Independente do resultado a longo prazo deste
sucesso inicial, entretanto, os resultados demonstram o grande
potencial da terapia génica para a corre¢do da doenga humana
herdada.

Hemofilia B. Este distirbio de sangramento ligado ao X, que
resulta de mutagdes no gene do fator IX, é outra doenga mono-
génica para a qual a terapia génica tem demonstrado convincen-
temente um efeito clinico, embora modesto. O fator IX ¢ uma
pré-enzima necessdria para a formagiio de um codgulo de fibri-
na. A hemofilia B grave surge quando o nivel do fator IX circu-
lante € menor que 1% do normal Uma doenga mais branda ocorre
com niveis entre 1% e 5% A infusfio regular de concentrados
do fator de coagulagdo para manter os niveis acima de 1% impe-
de as muitas complicagGes do sangramento, inclusive os danos
nas articulagdes,

O potencial de uma tentativa de terapia génica em pacientes
com hemofilia B foi sugerido por estudos de ariimais com defi-
ciéncia do fator IX Em dois pacientes, a terapia génica com um
virus adeno-associado contendo fator IX injetado no miisculo
esquelético levou a um aumento muito pequeno nos niveis do
fator IX, para cerca de 1% em um paciente e ainda menos em
um segundo paciente Mais importante: as necessidades de infu-
sdes do fator IX nestes dois pacientes caiu em 50% em um e em
80% no outro por periodos de pelo menos 3 meses. Nio foram
observados efeitos prejudiciais, ndo ocorreu transmissio de li-
nhagem germinativa e nfio ocorreram anticorpos inibidores do
fator IX. Como estes pacientes foram os primeiros tratados em
um projeto experimental de escalonamento de dose e receberam
as menores doses do vetor, espera-se que doses maiores sejam
ainda mais benéficas,

‘Distrofia Muscular Duchenne. O problema especial na
DMD € o tamanho (11 kb) do ¢cDNA. de distrofina que codifica
a proteina, muito grande para ser acomodado pela atual gera-
¢do de vetores retrovirais. Entretanto, a identificagio de um pa-
ciente com distrofia muscular Becker branda o suficiente para
permitir que ele dirija seu automdvel aos 65 anos sugere que
pode nao ser necessdrio usar toda a regifio codificante de dis-
trofina para a transferéncia génica Neste paciente, o alelo
mutante (ver Fig. 12 16) nfio tem quase metade da regifo codi-
ficante, de modo que seqiiéncias altamente repetidas no domi-
nio da distrofina foram deletadas. A distrofina encurtada con-
serva uma fungdo suficiente para evitar o fenétipo completo da
DMD. Estes achados destacam a necessidade de pesquisas bé-
sicas para identificar os dominios funcionais criticos de uma
proteina, de modo que eles possam ser conservados em qual-
quer cDNA terapéutico. Como j4 foi dito com relagio 4 hemo-
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filia B, a injegHo direta de vetores no miisculo pode ser efetiva
e indica um enfoque potencial para colocar um gene de distro-
fina nos pacientes com DMD. Uma segunda dificuldade mator
com qualquer terapia de transferéncia génica para a DMD, en-
tretanto, é a necessidade de que o gene seja colocado em uma
fraclo significativa da massa do misculo esquelético (e, em
alguns pacientes, também no muisculo cardiaco}. Esta é uma
imensa barreira logistica.

Deficiéncia de Adenosina Desaminase. Os primeiros
estudos de transferéncia génica para o tratamento de um paci-
ente com uma doenga monogénica foram feitos em 10 pacien-
tes com deficiéncia de ADA, outra causa de SCID ({ver Fig.
13.7). Esta condigio fol escolhida porque o transplante de
medula dssea cura a condiglio e porque se acreditava que as
células portadoras do gene transferido teriam uma vantagem
seletiva de sobrevida, Os linfécitos T autdlogos foram trata-
dos ex vive com vetores retrovirais que expressam cDNA de
ADA e entdo reintroduzidos no paciente (as células T vivem
bastante, algumas durante anos). Muitos dos problemas que ca-
racterizam a terapia génica humana em geral sdo exemplifica~
dos por estas tentativas iniciais de ADA. Pelo menos duas di-
ferencas principais podem contribuir para o tratamento bem-
sucedido dos pacientes com SCID-X1 e a falta de sucesso nos
esforgos iniciais da terapia nos pacientes com deficiéncia de
ADA . Primeiro, em contraste com a poderosa selecio de cé-
lulas transduzidas nos pacientes com SCID-X1, a pressdo se-
letiva fol diminuida nos pacientes com deficiéncia de ADA
pela administragio concomitante da terapia de reposicio de
enzima PEG-ADA, que todos os pacientes com deficiéncia de
ADA continuaram a receber Segundo, a tecnologia de trans-
feréncia génica methorou consideravelmente entre o inicio da
década de 1990, quando foram feitas as tentativas com ADA,
e o ano 2000, guando os dois pacientes com SCID-X1 foram
tratados. Assim, a eficiéncia de transdugo (transferir o DNA
para a célula-alvo) foi baixa na tentativa com ADA, como fo-
ram os niveis de expressdo de ADA na maioria dos casos.
Embeora algumas células T circulantes continuem a expressar
o gene introduzido em niveis baixos, nenhum beneficio clini-
co foi atribuido 4 terapia génica

Problemas

1. A doenga granulomatosa ligada ac X (€GD) € um distirbio in-
comum caracterizado por um defeito na defesa do hospedeiro que
leva a infecgBes piogénicas graves, recorrentes e em peral fatajs
que comegam no infcio da infincia. O locus CGD ligade ao X
codifica a cadeia pesada de citocrome-b, um componente da oxi-
dase que gera superéxido nos fagocitos. Como se sabia que o
interferon- y (IFN-v) aumentava a atividade de oxidase dos fagé-
citos normais, ele foi administrade a meninos com CGD ligada
ao X para ver se sua atividade de oxidase aumentava Antes do
tratamento, os fagécitos de alguns pacientes afetados de mode
menos grave tinham picos detectiveis mas pequenos de ativida-
de de oxidase (ao contrdric dos pacientes gravemente afetados),
sugerindo que o aumento de atividade nestas pessoas afetadas com
menor gravidade € o resultado de uma maior produgio de citecro-
mo-b pelo locus afetado. Nestes casos menos graves, o IFN-y
aumentou o conielido de citocromo-b, a produgiio de superéxido
¢ a morte de Staphylococcus aurens nos granuléeitos O efeito
do IFN-y foi associado a um aumento definido na quantidade de
cadeias de citocromo-b. Supostamente, ¢ polipeptfdec citocromo-
b desles pacientes é parcialmente funcional, e o aumento de ex-
pressdo da funglio residual melhorou o defelto fisiolégico. Des-

creva as diferengas genéticas que podem contribuir para o fato
de gue os fagdcitos de alguns pacientes com CGD ligada ao X
respondam ao IFN-v in vitro ¢ outros nio.

Identifique algumas das restrigGes dos tipos de proteinas que podem
ser consideradas na terapia de reposigio extracelular, como exem-
plificado por PEG-ADA . O gue torna este enfoque impréprio para a
deficiéncia de fenilalanina hidroxilase? E para a sindrome de Hur-
Ter? F para a sindrome de Lesch-Nyhan? Se a doenga de Tay-Sachs
causasse apenas doenga hepitica, esta estratégia seria bem-sucedi-
da? Caso nio, por qué?

Urma menina com 3 anos de idade, Rhonda, tem FH devida a uma
delegio da ponta 5" do gene A mutagfio removeu o promolor e 0§
primeiros dois éxons de cada alelo (Os genitores de Rhonda sfo
primos em segundo grau ) Vocé explica aos genitores gue ela vai
precisar de uma terapia de troca de plasma a cada 1 a 2 semanas
durante anos. Na clinica, entretanto, eles encontram outra familia com
um menino de 5 anos com a mesma doenga. () menino fol tratado
com medicamentos com algum sucesso. Os genitores de Rhonda
querem saber por gue niio foi oferecida a ela wma terapia farmacolé-
gica similar. Explique

- Que classes de mutagies provavelmente sio encontradas nos paci-

entes com homocistindria que nfio respondem A administragio de
grandes doses (1 000 mg/dia) de piridoxina (vitamina Bg)? Como
vocé pode explicar o fato de que Tom & totalmente responsivo, en-
guanto seu primo em primeiro grau, Ailan, tem apenas ema redugio
parcial de homocistina do plasma quando recebe a mesma quanti-
dade de vitamina B,?

Vocé clonou o gene para fenilalanina hidroxilase e quer introduzi-

lo em pacientes com PKU. Seu enfoque serd cultivar células do pa-

ciente, introduzir uma versdo funcional do gene nas células e rein-
troduzir as células no paciente

{a) Que componentes do DNA vocé precisa para fazer uma fenila-
Ianina hidoxilase funcional em um experimento de transferén-
cia génica?

{b) Que tecidos voct escolheria para expressar a enzima e por qué?
Como esta escoiha afeta sua construgfo génica em {(a)?

{€©) Vocs introduziu sua versdo do gene em uma cultura de fibro-
blastos de uma amostra de bidpsia de pele do paciente. A and-
lise da transferéncia Northern (RNA) mostra que o RNA men-
sageiro esté presente em quantidades normais e tem o tamanho
correto. Entretanto, nenhuma proteina fenilalanina hidroxilase
pode ser detectada nas células. Que tipos de anomalias no gene
transferide explicariam este achado?

(d} Vocg corrigiu todos os problemas identificados em (¢} Aoin-
troduzir a nova versio do gene nas células cultivadas, vock
agora descobre que a fenilalanina hidroxilase estd presente em
grande quantidade, e quande vocé colhe as células e dosa a
enzima {na presenca de todos os componentes necessdrios), ¢
obtida a atividade normal. Entretanto, quando vocé adiciona
fenilalanina marcada com *H as células em cultura, nio se
forma nenhuma tirosina marcada com *H (em contraste, al-
gumas células hepdticas cullivadas produzem uma grande
quantidade de tirostna marcada com *H nesta situagio). Quais
as explicagBes mais provéveis para a nio formag#o de *H-ti-
rosina? Como este resultado afeta o seu enfogue da terapia
génica dos pacientes?

{e) Vocé desenvolven um método para introduzir sua versio fun-
cional do pene diretamente em uma grande proporgao dos he-
patécitos dos pacientes com deficiéncia de fenilalanina hidro-
xilase. Inesperadamente, vocé descobre que niveis muito mais
baixos de atividade enzimdtica de fenilalanina hidroxilase 530
obtidos nos pacientes nos quais eram detectdveis quantidades
significativas de homodimero de fenilalanina hidroxilase ina-
tiva nos hepatdeitos antes do tratamento do gue nos pacientes
que nio tinham fenilalanina hidroxilase detectével antes do s
tamento. Como vocé pode explicar este resultado? Como voce
poderia superar o problema?
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