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RESUMO

INTRODUCAO: A Fibrose cistica (FC) é uma doenca genética causada através da
mutacdo do gene chamado cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR). Na Fibrose cistica existem anormalidades estruturais e funcionais da
proteina CFTR, que afeta no transporte de ions, causando entao desidratacao e a
producdo de secregdes, conhecidas também como muco. Na maioria dos casos é
identificada ainda na infancia, através dos programas de triagem neonatal,
conhecido também como teste do pezinho, caso apresente alteragao é realizado um
segundo exame que € o teste do suor. Através dos estudos realizados com o tempo
foi surgindo pesquisas sobre o uso da terapia génica no tratamento da fibrose
cistica, € uma terapia que consiste na alteragao da base da doenca e contribui na
melhoria na qualidade de vida dos pacientes. OBJETIVO: O objetivo deste estudo
foi analisar a aplicabilidade do uso da terapia génica em pacientes acometidos com
a Fibrose cistica. METODOLOGIA: Refere-se a uma revisdo integrativa, por meio de
um levantamento bibliografico, realizada nas bases de dados PubMed, Scielo,
MEDLINE e LILACS. CONSIDERAGOES FINAIS: Além dos métodos citados neste
estudo foi possivel perceber que ainda existem limitagdes nas pesquisas que
precisam ser discutidas, de modo que este tratamento seja mais utilizado e testado
futuramente.

Palavras-chaves: Terapia génica; Fibrose cistica; Tratamentos; Diagnadstico.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Cystic fibrosis (CF) is a genetic disease caused by mutation of the
gene called cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR). In cystic
fibrosis there are structural and functional abnormalities of the CFTR protein, which
affects the transport of ions, thus causing dehydration and the production of
secretions, also known as mucus. In most cases, it is identified in childhood, through
neonatal screening programs, also known as the heel prick test. Through studies
carried out over time, research has emerged on the use of gene therapy in the
treatment of cystic fibrosis, it is a therapy that consists of changing the basis of the
disease and contributes to improving the quality of life of patients. OBJECTIVE: The
aim of this study was to analyze the applicability of using gene therapy in patients
with cystic fibrosis. METHODOLOGY: Refers to an integrative review, through a
bibliographic survey, carried out in PubMed, Scielo, MEDLINE and LILACS
databases. FINAL CONSIDERATIONS: In addition to the methods mentioned in this
study, it was possible to perceive that there are still limitations in research that need
to be discussed, so that this treatment is more used and tested in the future.

Keywords: Gene therapy; Cystic fibrosis; Treatments; Diagnosis.
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INTRODUGAO

A fibrose cistica € uma doenga genética autossGmica recessiva caracterizada
pela mutagdo do gene cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
qgue se localiza no brago longo do cromossomo 7 e se manifesta apenas se existirem
dois alelos recessivos. Esta proteina atua como canal de cloreto, regulando o
balango entre ions e agua através do epitélio e € encontrada na membrana apical de
células do trato respiratério, de glandulas submucosas do pancreas exocrino, do
figado, dos ductos sudoriparos, do trato reprodutivo, entre outros sitios. Na Fibrose
cistica existem anormalidades estruturais e funcionais da proteina CFTR, que afeta
no transporte de ions, causando entdo desidratagdo e a producdo de secrecgoes,
conhecidas também como muco. (ARAUJO E PASSOS, 2022, p. 382).

Essas secrecdes mucosas apresentadas sdo espessas e viscosas, obstruindo
os ductos das glandulas exdcrinas, que contribuem para o aparecimento de trés
caracteristicas basicas: doenga pulmonar obstrutiva crénica, niveis elevados de
eletrdlitos no suor, insuficiéncia pancreatica com ma digestdo/ma absorgdo e
consequente desnutricdo secundaria (RIBEIRO et. al, 2021).

A prevaléncia estimada em diversos paises é de 1 para cada 2.800-3.500
nascidos vivos. No Brasil, cerca de 1 a cada 10 mil nascidos vivos sofre com a
doenga (ROSA et al., 2018). Os pacientes acometidos com a doenga recebem um
protocolo exclusivo através do SUS (Sistema Unico de Saude) como, formas
alternativas de tratamento, exames laboratoriais, diagnostico clinico e o
medicamento ivacaftor, para o tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Ha diversas formas de se chegar ao diagnostico da FC: antenatal, através da
analise genética, feita muitas vezes quando ja se tem casos da doenga na familia;
na triagem neonatal e por manifestagdes clinicas em qualquer faixa etaria. Durante a
triagem neonatal, o Ministério da Saude (MS) recomenda que seja realizado no
paciente o teste da Tripsina Imunorreativa (IRT). Esse teste € realizado para
observar se o0 nivel desse marcador esta elevado no sangue do neonato, sendo
quantificado no teste do pezinho. Em pacientes fibrocisticos o valor se eleva e
permanece durante um més. Em caso de alteracbes na realizacdo do exame, o

mesmo deve ser refeito, ainda no primeiro més de vida. Para a confirmacéo ou



exclusado do diagndstico é realizado o teste de suor, estando alterado em até 99%
dos pacientes com FC (MATOS e MARTINS, 2019).

O diagnostico de FC pelo Teste do Suor é baseado na quantidade de
concentragdo do cloreto atingida durante a medigdo. Nos valores obtidos, se a
marca de ions cloreto for igual ou superior a faixa de 60 mEg/mL, ja € um indicativo
que aquele individuo é portador da FC, pois o valor considerado normal € menor que
30 mEg/mL e o limitrofe € maior que 30 e menor que 60 mEg/mL. O Teste do Suor é
um método classico que mesmo diante de testes genéticos, mostra ser o mais
utilizado, porém nao esta livre de discussbes quanto ao seu uso e sua
complexidade, ja que para sua realizagdo é necessaria a extracdo do suor de filtros
de papel e de gazes para coleta-lo, depois realizar a pesagem das amostras duas
vezes e posterior diluicdo para analise quimica dos eletrdlitos cloro e sodio que
apresentam concentragdo anormal, devido a deficiéncia da proteina que regula a
liberagao desses eletrdlitos (RIBEIRO et. al, 2021).

O teste genético para a identificacao das variantes no gene CFTR ¢é preconizado
para todos os pacientes com diagndstico de FC (teste do suor positivo ou
indeterminado). O teste genético permite elucidar o diagndstico clinico-laboratorial
ou descarta-lo frente a um resultado inconclusivo do teste do suor, além de prever
algumas consequéncias clinicas, como a insuficiéncia pancreatica. Com o
surgimento dos medicamentos moduladores da fungao da proteina CFTR, esse teste
torna-se ainda mais importante ao permitir a identificacdo dos pacientes com pelo
menos 6 anos de idade que podem se beneficiar dessas tecnologias. Desta forma,
ele é fundamental para o aconselhamento genético, para a investigagao de formas
atipicas da FC e para estratégias de diagnéstico pré-natal ou pré-implantagéo, em
casais de risco (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

A expectativa de vida de pacientes com FC vem melhorando substancialmente,
de modo que, atualmente, mais da metade tem alcangado a idade adulta. Essa
melhoria deve-se, entre outros fatores, ao incremento de tratamentos inovadores e
ao avanco da assisténcia interdisciplinar ao paciente com FC. Recentemente,
terapias especificas ao canal CFTR capazes de corrigir o defeito basico tém sido
desenvolvidas e aprovadas para uso em varios paises. Essas drogas-alvo tém a
perspectiva de transformar a terapéutica da FC, tornando a prescricdo de

medicamentos mais precisa (ROSA et. al, 2018).



As terapias génicas podem possibilitar a modificacdo do material genético por
intermédio da reparagdo de genes que apresentem alteragdes como mutagdes em
sitios especificos, visando o tratamento, visto que existem muitas doencgas genéticas
monogénicas que acometem a vida de inumeras pessoas. Nos ultimos anos, houve
evolucdo sobre o conhecimento da FC, assim como, sobre os métodos de
diagndstico e tratamento (ROCHA, 2022).

Na fibrose cistica (FC), a recente integracdo da medicina de precisao na rotina de
assisténcia ao paciente permitiu o manejo da expresséo da proteina CFTR e trouxe
esperanga para o tratamento da doenca, com melhor qualidade de vida e maior
expectativa de vida (MARSON, 2020). Nesse contexto, percebe-se a necessidade
de abordar esse assunto, portanto, buscamos compreender a relevancia da terapia
génica como forma terapéutica da fibrose cistica.

Sendo assim, o presente estudo teve o objetivo de abordar a aplicabilidade da
terapia génica para o tratamento de pacientes com fibrose cistica, a fim de descrever
a sua importancia e as perspectivas para o futuro dessa terapia em pacientes

acometidos com essa patologia.



METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao integrativa, com coleta de dados a partir de fontes
secundarias, por meio de levantamento bibliografico, abordando temas sobre o uso
da terapia génica como forma de tratamento em pacientes com fibrose cistica. Esse
método de pesquisa foi escolhido por sintetizar e incorporar evidéncias cientificas de
diversos estudos sobre determinado tema, de maneira a aprofundar o conhecimento
sobre o assunto abordado.

Para elaboragdo desta pesquisa, foram realizadas as seguintes etapas:
identificacdo do tema e definicdo da questao norteadora; busca na literatura e coleta
dos dados; analise dos estudos inseridos nos critérios de inclusdo; sintese e
apresentacao das evidéncias/construgao da revisao.

As questdes norteadoras sdo: O que é fibrose cistica? Quais os tratamentos?
O que é terapia génica e como ela é utilizada na fibrose cistica?.

Além disso, foi realizada uma busca nas bases de dados: PubMed, SciELO,
MEDLINE e LILACS com a combinacédo dos descritores “Fibrose cistica” e “Terapia
génica”, com a data de publicagdo entre os anos de 2018 a 2023. Os critérios de
exclusao ocorreram através da verificagdo de artigos duplicados, inconclusivos e
qgue nao preencheram a finalidade do estudo.

Os critérios definidos para a inclusao foram: 1) artigos disponibilizados
gratuitamente que apresentavam assuntos relacionados ao tema da pesquisa; 2)
publicados em portugués, inglés ou espanhol; 3) publicados e indexados nos bancos
de dados nos ultimos cinco anos.

Sendo assim, foi realizada uma busca no site Pubmed, Scielo e “Biblioteca Virtual
em ministério da saude — Portal Regional da BVS” utilizando como descritores:
fibrose cistica, terapia génica, tratamento e CFT, onde foram encontrados em média
160 artigos entre os anos de 2018 a 2023 e selecionados apenas 18 artigos

cientificos para a realizacao do trabalho.



RESULTADOS

Os ensaios clinicos em pacientes com FC foram iniciados em 1993, testando a
entrega de uma copia de tipo selvagem do gene CFTR no epitélio das vias aéreas
nasais e brénquicas. As vias aéreas condutoras sdo consideradas o alvo primario
para a terapia genética da doenca pulmonar da FC. Porém, a falta de um sistema de
entrega eficaz para os pulmbes faz com que a terapia génica ndo seja
bem-sucedida, pois para restauragao da fungdo CFTR esse sistema precisa navegar
pelas complexidades da depuracao pulmonar e das fungcdes de defesa da imunidade
inata que s&o ainda mais complicadas nas vias aéreas da FC devido ao aumento do
volume e da viscosidade do muco. Portanto, uma estratégia proposta para lidar com
os desafios associados a administracao in vivo de CFTR as células das vias aéreas
€ corrigir as células das vias aéreas ex vivo, seguida do transplante das células
corrigidas para repovoar o pulm&o do paciente com células corrigidas por CFTR,
como mostra a (figura 1) (MAULE et. al, 2020; YAN et. al, 2019; ALLAN et. al, 2021).

Figura 1: Representacdo esquematica das estratégias de corre¢dao do CFTR.

para o tratamento da fibrose cistica.

A. Genetic material # 3 B. Therapeutic vectors @

DNA o Vel Non-viral

RNA AAV Exosomes
Oligonucleotides Liposomes
Lipid Nanoparticles

Packaged into a Lentivirus
therapeutic vector

C. Direct delivery D. Cell-based delivery
1) Cell collection /—\ -/ (@

2y CFIR
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Fonte: ALLAN et. al (2021)
Materiais genéticos (A) sao empacotados em um vetor terapéutico (B). O vetor terapéutico € entregue

diretamente nos pulmdes do paciente (C) ou introduzido nas células ex vivo (D). Para a terapia
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baseada em células autdlogas, 1) as células das vias aéreas sdo isoladas do trato respiratério do
paciente ou as células-tronco pluripotentes induzidas sao geradas a partir dos fibroblastos da pele ou
do sangue do paciente. 2) CFTR ¢é corrigido in vitro nas células coletadas por a) adicdo ou b)
estratégias de edigdo. 3) As células regenerativas corrigidas por CFTR s&do expandidas para atingir
uma dose terapéutica e, em seguida, 4) transplantadas de volta para repovoar o epitélio pulmonar do

paciente.

Além disso, varios estudos usando abordagens virais e nao virais para fornecer
CFTR e corrigir o defeito da FC foram avangados, incluindo um vetor baseado em
virus adeno associado (AAV), vetor baseado em adenovirus (Ad), plasmideos
formulados com lipossomas catiénicos e um vetor retroviral (COONEY et. al, 2018).

Os vetores nao virais foram desenvolvidos como uma estratégia para entregar o
gene CFTR. Esses métodos de entrega de genes nao integrados nao interrompem o
genoma do hospedeiro e, portanto, o risco de causar mutagénese é baixo. No
entanto, a eficacia da entrega de genes é comparativamente menor do que os
métodos virais. Com a utilizagdo de um lipidio catiénico nebulizado pGM169/GL67A
para fornecer o DNA doador, foi observado um aumento de até 3,7% na funcao
CFTR nos pulmbdes de pacientes com FC. Porém, a desvantagem da abordagem
mediada por lipossomas catidnicos € a necessidade de entrega repetida, pois a
expressao transitéria de CFTR nao teve um efeito duradouro (LEE et. al, 2021).

Zabner et al. (1993) realizaram testes de terapia génica adenoviral em humanos.
Embora nem o mRNA do CFTR nem a proteina fossem detectaveis apds uma unica
aplicagcdo nasal do vetor contendo o gene CFTR, a diferenga de potencial nasal
mostrou uma melhora limitada da condutividade do canal ClI-. Cristal et. al (1994)
foram os primeiros a detectar a proteina CFTR no tecido pulmonar e nasal apés a
administragdo do vetor adenoviral. Pesquisas adicionais sobre transferéncia de
genes por transdugao de adenovirus do epitélio nasal provaram que a expressao de
CFTR mRNA e/ou proteina CFTR é transitoria e que o transporte de Cl - nao foi
totalmente recuperado, conforme mostrado pela diferenga de potencial nasal
(PRANKE et. al, 2019).

Em Moss et. al 2004, foram realizados dois ensaios clinicos usando o vetor
tgAAV2-CFTR em pacientes com FC. O primeiro foi um estudo de Fase Il
randomizado, duplo-cego e controlado por placebo. Este estudo foi seguido por
(MOSS et. al, 2007) em que foi realizado um estudo de Fase |IB no qual 102

individuos com mais de 12 anos foram tratados com duas doses de 1 x 10 13 DRP
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de tgAAV2-CFTR ou placebo correspondente, administrados com 30 dias de
intervalo. Apesar de que a seguranga tenha sido documentada, o estudo n&o atingiu
seu objetivo primario de melhora estatisticamente significativa na fungao pulmonar
em relacdo ao placebo 30 dias apds a administragdo inicial de tgAAV2-CFTR.
Embora muitos estudos clinicos de AAV tenham sido amplamente interpretados
como decepcionantes, os dados também podem ser vistos como inovadores,
indicando que, com melhor transferéncia de vetores e melhor expressao génica, a
terapia génica para FC €, no entanto, viavel (GUGGINO, et. al, 2020).

Os vetores retrovirais e lentivirais tém sido usados para métodos de entrega de
genes desde o final da década de 1990. Os vetores lentivirais tém sido eficazes na
entrega do transgene CFTR no epitélio das vias aéreas com potencial para
direcionar a populacdo de células-tronco pulmonares para expressdo CFTR
sustentada e persistente. Embora retrovirus e lentivirus possam atingir células
hospedeiras com eficiéncia e se integrar ao genoma do hospedeiro, ainda ha
preocupacgdes significativas sobre seu uso como vetor de entrega para terapia
genética. No contexto da doenca das vias aéreas da FC, o meio pré-inflamatério das
vias aéreas doentes, agravado pelas obstru¢gdes da mucosa, representa um desafio
para qualquer método de entrega de genes. Em segundo lugar, ha preocupacgdes de
mutagénese insercional, silenciamento epigenético e impacto secundario de niveis
de expressao alterados derivados do uso de promotores virais para conduzir a
expressao ndo regulada do transgene (LEE et. al, 2021).

Além disso, o tratamento da FC por meio da entrega de mRNA que codifica o
CFTR tem o potencial de funcionar em qualquer paciente com FC,
independentemente da mutagao subjacente. Estima-se que a restauracao de 5% do
MRNA CFTR de tipo selvagem no citosol seja suficiente para melhorar os sintomas
da FC, mas um limiar um pouco mais alto € necessario para evitar complicacdes
mais tarde na vida. A terapia de mRNA CFTR é viavel, mas para ser clinicamente
relevante, exigira a expressao da proteina CFTR de longa duragado apds a entrega
do mRNA. Se a proteina CFTR for produzida apenas por um curto periodo de
tempo, o paciente precisara readministrar o medicamento com frequéncia, o que
pode levar a toxicidades de altas doses do veiculo de entrega do medicamento que
transporta 0 mMRNA do CFTR. Outro potencial tratamento de edi¢cdo genética é o
agrupamento de repeticbes palindrdmicas curtas regularmente interespacgadas e a

proteina 9 associada ao CRISPR (mais comumente conhecida como
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CRISPR-CAS9). Estudos descobriram que, embora o CAS9 possa cortar e colar
com precisdo o DNA saudavel nas células para tratar doengas, areas proximas ao
local de reparo do DNA foram removidas, reorganizadas ou invertidas — um efeito
colateral potencial que pode levar a modificagbes perigosas. Assim, outra enzima
CRISPR foi desenvolvida — CAS12a, que tem se mostrado mais eficaz e precisa em
comparagao com a CAS9, ambas representadas na (figura 2). Isso mostra que,
embora mais pesquisas sejam necessarias para garantir que a edicdo de genes
possa ser feita com seguranca, avangos continuos estdo sendo feitos e s&o mais
seguros do que a versao anterior (SANCHEZ et. al, 2020; GUPTA et. al, 2020).

Figura 2: Representacdo das principais diferengcas entre as nucleases Cas9 (esquerda) e

Cas12a (direita). Triangulos azuis representam a posigdo do corte na molécula-alvo.

(as9 Casl12a

l Quebra da dupla fita de DNA l
5 TN : 3+ [T, . 3‘
: IO ] "IN
Fonte: adaptado de Doudna e Charpentier (2014); Zaidi et. al, (2017); Molinari et. al,
(2020).
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DISCUSSAO

A terapia génica vem sendo amplamente abordada nos ultimos anos,
principalmente, em casos de doengas monogénicas, como € o caso da fibrose
cistica. Neste estudo foram abordadas tipos diferentes de entrega na terapia génica,
cujo objetivo principal era observar os efeitos significativos para a melhora do
quadro clinico dos pacientes.

Embora foram abordados varios métodos de entrega da terapia génica, foi notado
que os vetores virais se mostraram mais eficientes em atingir as células
hospedeiras. Porém, os vetores nao virais apresentaram risco de mutagénese
menor em relagao aos vetores utilizando virus.

Além disso, outros métodos de entrega foram estudados, como por exemplo, a
entrega mMRNA, onde a codificagdo do gene CFTR pode ser muito promissora para
os pacientes com FC. Entretanto, ainda existem muitas limitacbes nessa forma de
entrega, visto que ndo é um processo duradouro. Ja o método CRISPR-Cas9, foi
observado que ha avancgos na sua utilizacdo, mas ainda existem desvantagens na
sua aplicagcado, uma vez que a enzima CAS12a tem se mostrado um método mais
eficiente do que a enzima CAS9. Portanto, novos estudos fazem-se necessarios
pois novas descobertas podem ajudar na seguranga e viabilidade desses métodos.

A terapia génica é um campo que ainda esta em desenvolvimento, mas pelos
estudos realizados foi possivel observar que € uma forma terapéutica bastante
promissora. Todos os métodos abordados neste estudo tiveram seus pros e contras,
portanto uma abordagem em cada um deles se faz importante, pois sé assim pode

ser feita a melhor escolha de tratamento.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O uso da terapia génica para o tratamento da fibrose cistica vem sendo
amplamente abordado, visto que tem se mostrado um recurso terapéutico bastante
promissor para os pacientes acometidos com a FC. E evidente que as pesquisas
sao importantes para o desenvolvimento de novos tratamentos, sendo assim a
terapia génica pode ser ainda mais estudada e compreendida, além de que novas
descobertas podem ser feitas a partir disso.

Portanto, além dos métodos citados neste estudo foi possivel perceber que ainda
existem limitacbes nas pesquisas que precisam ser discutidas, de modo que este

tratamento seja mais utilizado e testado futuramente.
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