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RESUMO

Nas ultimas quatro décadas os avangos da biologia molecular transformaram o papel dos virus, deixando o papel
comumente atribuido de “vildes” para se tornarem agentes fundamentais dentro de estratégias terapéuticas
sofisticadas. A terapia génica baseada em vetores virais emerge da investigacdo minuciosa desses organismos,
junto do constante aprimoramento das técnicas de biologia molecular, visando ampliar o escopo terapéutico de
condigdes intimamente ligadas a disfungdes genéticas e quadros infecciosos que carecem de tratamentos
convencionais eficazes. A terapia génica inaugura um novo paradigma no desenvolvimento de vacinas: as vacinas
genéticas, que, explorando os mecanismos complexos de transferéncia e regulagdo génicas, podem induzir ndo
apenas respostas imunes especificas, mas também alteragdes fisiologicas complexas e sistémicas, ampliando o
leque de abordagens terapéuticas para diversas doencas. Esta revisdo tem como objetivo consolidar os
conhecimentos virologicos fundamentais que sustentam o uso de virus na terapia génica, além de apresentar os
vetores virais mais proeminentes utilizados até o0 momento e suas respectivas aplicacdes clinicas.

Palavras-chave: agentes de terapia génica; terapia genética; terapia somatica de genes; vetores virais; virus.

ABSTRACT

Over the past four decades, advances in molecular biology have transformed the role of viruses, shifting them from
a commonly assigned “villain” role to key players in sophisticated therapeutic strategies. Viral vector-based gene
therapy arises from the detailed study of these organisms, combined with continuous improvements in molecular
biology techniques, aiming to expand the therapeutic scope for conditions closely linked to genetic dysfunctions
and infectious diseases lacking effective conventional treatments. Gene therapy introduces a new paradigm in
vaccine development: genetic vaccines, which, by exploiting complex gene transfer and regulation mechanisms,
can induce not only specific immune responses but also systemic and intricate physiological changes, broadening
therapeutic approaches for various diseases. This review aims to consolidate fundamental virological knowledge
supporting the use of viruses in gene therapy, as well as to present the most prominent viral vectors employed to
date and their respective clinical applications.

Keywords: gene therapy agentes; genetic therapy; somatic gene therapy; genetic vectors; viruses.
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INTRODUCAO

A terapia génica se baseia em abordagens que envolvem a adi¢do, remog¢ao ou correcao
de genes, ou ainda da regulagdo da expressao destes que estejam causando distirbios do
funcionamento normal do organismo, levando a quadros patoldgicos (SAYED et al.,
2022). Para que isso seja possivel € necessario alcangar o interior da célula para se obter acesso
ao complexo mecanismo envolvido no processo de manuten¢do, replicagdo e expressao do
material genético; nesse ponto encontramos diversas abordagens que tomam encargo de fazé-
lo das mais diversas formas e com os mais variados intuitos e estratégias (CRING &
SHEFFIELD, 2022).

Os vetores virais vém obtendo destaque nas ultimas duas décadas gracas aos avangos
realizados nas areas da biologia molecular e biotecnologia que, com o passar dos anos,
permitiram um melhor entendimento dos mecanismos utilizados por esses complexos
organismos para a realizacdo de seus ciclos biologicos (WANG; WANG; CAI 2020). A
natureza dependente do maquinario de transcrigdo e tradugdo do hospedeiro, os mecanismos de
entrega de material genético, as diferentes particulas virais com diferentes tropismos celulares
e a familiaridade com as espécies virais utilizadas sdo os principais fatores que tornam os
vetores baseados em virus ferramentas de grande interesse na terapia génica (ARABI;
MANSOURI; AHMADBEIGI, 2022).

Buscamos, portanto, elucidar como as diferentes caracteristicas da particula viral
influenciam nas suas aplicagdes em terapia génica, bem como apresentar ao leitor as espécies
virais que vem obtendo maior destaque em pesquisas e ensaios clinicos nas ultimas duas
décadas além, ¢ claro, de destacar os principais alvos terapéuticos dessas abordagens; tornando
dessa forma o leitor familiar a linguagem e a alguns dos conceitos fundamentais que permeiam

0 topico.
MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho se trata de uma revisdo narrativa da literatura de carater descritivo

e qualitativo sobre a natureza viroldgica e aplicabilidade clinica de cada um dos quatro vetores

selecionados. De forma geral, o trabalho pode ser dividido em duas partes: caracteristicas

gerais dos virus, tratando de aspectos fundamentais desses microrganismos que embasam sua
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aplicacdo na terapia génica, e vetores virais mais proeminentes na area até o momento da
producdo deste trabalho. Para a determinacdo das espécies virais de interesse realizou-se o
levantamento das espécies que aparecem com maior frequéncia em publicacdes em lingua
inglesa sobre o uso de vetores virais em terapia génica no periodo de 2018 a 2025, chegando-
se as quatro espécies presentes neste trabalho. Para esta busca foram empregadas palavras-
chave como “terapia génica”, “vetores virais”, “sistemas de entrega em terapia génica”, etc.
Em seguida foram levantados estudos especificos de acordo com cada espécie viral, incluindo
revisoes sistematicas, estudos de caso, protocolos e relatorios de agéncias de saude como a
Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, do inglés European medicines agency) e a
Administragdao de Drogas e Alimentos (FDA, do inglés Food and Drug Administration). Para
a parte geral sobre a natureza da particula viral foram usados livros e artigos cientificos
selecionados de acordo com os mesmos critérios supracitados. Seguindo esses pardmetros, 92
artigos, 1 livro e 5 relatdrios de agéncias de saude foram incluidos na bibliografia que embasa
o presente trabalho.

Em seguida foi realizada a leitura minuciosa das publicagcdes e avaliagdo de seus
conteudos, sendo levado em consideragdo para avalia¢ao destes trabalhos, e posterior inclusao
ou exclusdo, o nivel de informagao sobre os topicos especificos (caracteristicas gerais dos virus
e aplicagao clinica especifica da espécie viral), cada trabalho foi selecionado de acordo com
sua capacidade de elucidar de forma coesa e sucinta um dos pontos abordados ao longo da

discussao sobre cada vetor, de acordo com a avaliacao dos autores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas gerais dos virus

Para que possamos compreender os vetores virais em sua totalidade ¢ fundamental a
compreensdo dos aspectos morfologicos da particula viral a fim de tornar possivel
uma abordagem satisfatoria sobre a natureza dos vetores virais e sua aplicabilidade na terapia
génica (TG). E importante salientar também que os virus compdem um grupo muito diverso
de entidades biologicas, desse modo, alguns aspectos como tipo do material genético (DNA ou
RNA) e presenca ou ndo de envelope variam de acordo com a espécie viral. Contudo, existem
caracteristicas amplamente compartilhadas entre as familias e géneros virais e que,

consequentemente, sao de fundamental importancia para a aplicacdo dos virus na terapia génica
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(BULCHA et al., 2021).

Os principais componentes da particula viral s3o o material genético, capsideo e, em
alguns casos, o envelope. O material genético ¢ responsavel por carregar as informagdes
genéticas do virus e, consequentemente, sera um dos principais alvos da manipulacao desses
vetores para sua aplicagdo na TG (SANTOS et al., 2021). Outros alvos de manipulagdo desses
vetores para possiveis aplicagdes terapéuticas sdo as proteinas presentes na membrana dos virus
envelopados; a manipulagdo minuciosa dessas estruturas, a exemplo do intercambio de
proteinas de superficie (espiculas), ou mesmo de todo o envelope, entre espécies virais atraveés
da selegao dos genes codificadores destas estruturas, possibilita uma maior precisdo na
estruturacdo desses vetores como ferramentas direcionadas a alvos moleculares especificos,
como proteinas e glicoproteinas presentes na membrana da célula-alvo (DUVERGE &
NEGRONI, 2020).

Em termos gerais, os virus podem ser classificados pela presenga ou ndo de envelope e
pela geometria do capsideo, podendo ser icosaédricos, helicoidais ou complexos. Poucos sao
os estudos sobre a utilizacdo de virus complexos em terapia génica e por esse motivo eles nao
serdo abordados neste trabalho. O envelope (ou sua auséncia) ¢ de fundamental importancia na
analise dos virus para TG, pois ndo s6 influencia diretamente o tropismo viral como também
determina a natureza da adsorcao e replicagdao do virus, além estar diretamente relacionada a
natureza de possiveis respostas imunes desencadeadas por esses vetores; sendo assim, durante
a analise detalhada de cada vetor abordado, esse ¢ um dos principais aspectos morfoldgicos a

se ter em mente (SHIRLEY et al., 2020).

Os virus ndo-envelopados

Os virus ndo-envelopados costumam ser, a nivel morfoldgico-organizacional, uma
classe mais simples, pois sdo compostos apenas pelo capsideo e pelo cerne (4cido nucleico viral
e proteinas envolvidas na replicagdo). Variando quanto a geometria do capsideo, tamanho,
presenca e tipo de proteinas de superficie (PARVEZ, 2020).

Um fator de fundamental importancia sobre este tipo de particula viral ¢ a natureza da
sua replicagdo. Os virus nao-envelopados podem realizar tanto um ciclo litico quanto
lisogénico, a depender da espécie. A realizagdo do ciclo litico no interior da célula infectada
pode em casos especificos, como no dos bacteridfagos, virus ndo-envelopados complexos que
infectam células bacterianas, culminar no rompimento da membrana plasmatica, levando a
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morte celular (DODGE et al., 2021). No caso de virus animais ndo-envelopados, o processo de
sdida da célula de origem pode se dar através da exocitose das particulas virais através do
reticulo endoplasmatico, associagdo ao conteudo de vesiculas celulares e transmissdo direta
entre células por meio de nanotubos e proteinas transportadoras (ALTAN-BONNET &
PANIGRAHI, 2025).

A fim de evitar esse fendmeno em aplicagdes clinicas, sdo utilizados virus ndo-
envelopados defectivos, isso €, parcialmente incapazes de finalizar o ciclo de replicagdo, para
a transferéncia de genes terapéuticos, evitando assim a morte celular. Alguns virus que realizam
esse tipo de replicagdo possuem tropismo natural por células em divisdo, esse tipo de virus ¢é
chamado oncolitico, ¢ ¢ de grande interesse para a terapia génica. Os representantes desse grupo
que despertam maior interesse em TG sdo os adenovirus (GALLARDO et al., 2021) e os virus

adenoassociados (LI & SAMULSKI, 2020).

Os virus envelopados

Os virus envelopados compartilham as mesmas estruturas dos nao-envelopados, com o
adicional de uma bicamada fosfolipidica, proveniente da célula hospedeira, que recebe o nome
de envelope. O envelope, por sua vez, € recoberto por glicoproteinas que recebem o nome de
espiculas; essas estruturas desempenham um papel fundamental na internalizagdo do virus,
atuando na adsorcdo e fusdo com a membrana celular, portanto sdo fatores cruciais na
determinagdo do tropismo. Alguns dos principais virus envelopados utilizados como vetores
em TG s3o o Herpes Simplex Virus e os Retrovirus e, dentre estes ultimos os Lentivirus
(ZHAO; ANSELMO; MITRAGOTRI, 2021).

Diferentemente dos virus ndo-envelopados, os virus envelopados realizam um ciclo
lisogénico, isto €, o virus brota através da membrana celular carregando consigo uma parte da
mesma, nao alterando de forma significativa a integridade da célula hospedeira. Tendo isso em
vista, as abordagens que utilizam como vetor virus envelopados podem ainda manter
parcialmente a replicagdo viral de modo controlado, sem prejuizos maiores a integridade fisica

da célula hospedeira (PAGANI et al., 2022).

O genoma viral
Segundo a classificacao de Baltimore, o genoma viral pode ser subdividido em sete
classes levando em consideracao o tipo de 4cido nucleico, a sua complexidade (fita dupla ou
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simples) e sua polaridade (+ ou -) e a presenga da enzima transcriptase reversa. Essas
caracteristicas sdo de fundamental importancia pois determinam a natureza da transmissdo da
informacdo genética e da replicacdo desses vetores e, consequentemente, suas possiveis
aplicabilidades em métodos terapéuticos (KOONIN; KRUPOVIC; AGOL, 2021).

Os vetores abordados neste trabalho se enquadram nas seguintes categorias:

I - Virus de DNA cadeia dupla (dsDNA): formam diretamente 0o mRNA. (Adenovirus e
Herpes simplex);

IT - Virus de DNA cadeia simples (ssDNA): sintetizam o mRNA a partir de um
intermediario de dsDNA. (AAV);

IIT - Virus de RNA cadeia simples (ssRNA): sintetizam o mRNA através de um

intermediario de dsDNA. (Retrovirus e Lentivirus).

Em seu genoma os virus possuem sequéncias diversas, relacionadas a caracteristicas
fundamentais deste microrganismo, tais como sua composi¢ao bioquimica, sua replicacdo e sua
viruléncia e a propria transdugcdo do material genético viral, isso é, os mecanismos de
transferéncia de genes da particula viral para a célula hospedeira empregados pela espécie viral.
Durante a utilizagdo de vetores virais para a transferéncia de genes ¢ necessario alterar a
estrutura primordial do seu genoma, deletando ou suprimindo sequéncias e adicionando genes
de interesse a serem transferidos pelo vetor para a célula alvo, para isso, sdo excluidas as regides
promotoras e reguladoras das “repeti¢cdes terminais longas” (do inglé€s, LTR’s), gerando vetores
auto-inativantes, que apos a transferéncia do material, sdo incapazes de se replicar; outras
técicas mantém as LTR’s, utilizando como alvo para a regulag¢do da replicagdo as sequéncias
relacionadas a deflagragdo da producdo das estruturas virais. Chamamos de fransgene as
sequéncias codificantes adicionadas ao genoma com fins terapéuticos (POLETTI & MAVILIO,
2021).

A capacidade de empacotamento, isso €, a capacidade maxima de material genético que
um virus pode abrigar em seu capsideo, ¢ uma caracteristica fundamental para a aplicagao dos
vetores virais em terapia génica, pois o tamanho do gene-alvo pode variar e € necessario que o
vetor seja capaz de abrigar de forma satisfatoria e funcional o gene a ser transportado até o
alvo terapéutico (LI et al., 2023). Essa caracteristica depende de fatores como tamanho do
genoma, tipo do material genético, tipo de transdugdo e tamanho do gene terapéutico a ser
inserido (WANG et al., 2020). As caracteristicas genomicas de cada vetor abordado neste
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Afim de aprimorar essa caracteristica e viabilizar o uso desses vetores, podem ser

trabalho estdo sintetizadas na tabela 1.

excluidos alguns genes dispensaveis a transferéncia génica, as chamadas sequéncias (ou fases)
de leitura aberta (do inglés open reading frames, ORF’s), responsaveis pela codificagcdo das
caracteristicas fundamentais do ciclo vital do virus, como sua replicacao e brotamento, com
posterior inser¢do do transgene; dessa maneira o vetor transfere o gene presente no cassete de
expressdo, mas nao ¢ capaz de dar sequéncia a sua replicacdo; viabilizando desse modo a
aplicacdo desses vetores em técnicas terapéuticas que nao requerem vetores auto-replicativos,

a exemplo de estratégias de entrega unica (SWEENEY & VINK, 2021).

Vetores adenovirais

Os adenovirus (AdV) sdo virus ndo envelopados da familia Adenoviridae e possuem
como material genético DNA dupla fita. Na natureza existe grande diversidade de variantes,
incluindo mais de 100 variantes humanas (HAdVs) divididas em 7 espécies diferentes. Quanto
a patogenia, as infecgdes por AdV costumam ser leves, assemelhando-se ao resfriado comum,
com excecdo de individuos imunocomprometidos, nas quais a doenga pode ser agravada

(GHOSH et al., 2020; GALLARDO et al., 2021).
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Tabela 1. Capacidade de insercao de genes heterdlogos e caracteristicas dos vetores.

Espécie viral Tipo do material ~ Capacidade de Caracteristicas
genético inser¢ao
Adenovirus dsDNA <7,5 kb Ampla gama de
(AdS) hospedeiros; expressao
transiente;
forte imunogenicidade
AAV ssDNA <4 kb Gama de hospedeiros
(AAV2,3,5,6, relativamente ampla,
8,9) expressdo lenta no

inicio, integragdo
cromossomal, resposta

imunoldgica
Herpes Simplex dsDNA >30 kb Ampla gama de
(HSV1, HSV) hospedeiros, infecgdo

latente, expressdo a
longo termo, alta
capacidade de inser¢do
Retrovirus ssRNA 8 kb Apenas transduz
(MMSV, MSCYV) células em divisao,
expressdo a longo
termo, integragdo

aleatdria
Lentivirus ssRNA 8kb Ampla gama de
(HIV-1, HIV-2) hospedeiros, baixa
citotoxicidade,

integracao estavel,
expressdo a longo
termo

Legenda: Ad: adenovirus; AAV: virus adenoassociado; HSV: Herpes Simplex Virus, MMSV:
Virus do Sarcoma Murino de Moloney; MSCV: Virus de Células Tronco Murino; HIV: Virus
da Imunodeficiéncia Humana; dsDNA: DNA de fita dupla; ssDNA: DNA de fita simples;
ssRNA: RNA de fita simples. Fonte: Adaptado de LUNDSTROM K, 2018.

Esses virus tém tropismo por células do sistema respiratorio, do trato gastrointestinal,
rins € olhos. A estrutura da proteina Fiber Knob encontra-se preservada nas 7 espécies de
HdAVs, com algumas variagdes na sequéncia de aminoacidos, e interage com diversos
receptores como CD46, CAR, DSG 2, acido sidlico entre outros a depender da espécie e
sorotipo. Entre as caracteristicas do ciclo biologico do virus, € importante ressaltar a baixa
integragdo ao genoma do hospedeiro em razdo de ser vantajosa para aplicagdes que visam

expressao tempordria, como nas terapias antitumorais (WATANABE et al., 2021).
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Assim como os demais vetores, as aplicagdes de adenovirus na medicina genética sao
amplas e vao desde o tratamento de condi¢des hereditarias ao desenvolvimento de vacinas e
terapias antitumorais. Em relacdo aos demais vetores, os vetores adenovirais t€ém papel de
destaque juntamente com adenoassociados, isso se deve a diversos fatores como a facilidade de
projetar um vetor recombinante, amplo tropismo e a relativa seguranga de seu uso comercial.
(GREBER, 2021).

Existem duas abordagens distintas para terapias antitumorais: 1) Vetores recombinantes
que induzem a expressao de genes antitumorais; 2) Vetores oncoliticos, virus que infectam e
induzem lise especificamente em células tumorais. Em vacinas, os AdVs recombinantes
expressam epitopos de outros patdgenos para estimular a produgao de anticorpos especificos
(CHEN et al., 2018).

Apesar das vantagens, alguns desafios surgem na utilizagdo dos AdVs na terapia génica.
Por exemplo, a imunogenicidade que pode ser vantajosa em relacdo ao desenvolvimento de
vacinas também representa um risco quanto a seguranca do vetor; isso ocorre devido a presenga
de diversos Padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs; do inglés Pathogen-
associated molecular pattern) em sua estrutura, resultando em resposta inflamatoria. Outra
desvantagem ¢ a baixa expressdo de genes, a qual também pode ser uma vantagem a depender
da terapia. Esses obstaculos podem ser superados através da engenharia genética, tendo-se uma
producao de vetores recombinantes adaptados para aplicacdes especificas (TRIVEDI; BYRNE;
CORTI, 2023).

Entre os produtos de terapia génica aprovados com o uso do vetor estdo o Adenovirus
p53 humano recombinante (Gendicine, nome comercial); H101 (Oncorine, nome comercial), o
primeiro virus oncolitico a ser comercializado e nadofaragene firadenovec-vncg (Adstriladin,

nome comercial) (ZHANG et al., 2018; CETIN et al., 2024).

Vetores baseados em virus adeno-associados

Os virus adenoassociados (AAV) sdo virus de DNA de fita simples ndo envelopados
pertencentes a familia parvoviridae e género dependoparvovirus, caracterizados por
necessitar de um virus auxiliar para a replicagdo. Entre esses auxiliares estd o Adenovirus
(AdV), motivo pelo qual os AAVs recebem este nome, mas esse papel também pode ser
desempenhado por outros virus como Herpes Simplex (HSV) e o papilomavirus humano
(HPV). No contexto da terapia génica, os vetores adenoassociados constituem atualmente uma
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das principais plataformas para a entrega de genes (ZENGEL & CARETTE, 2020).

Os AAVs invadem as células por endocitose e possuem pouca capacidade de integragao
com o genoma do hospedeiro. As infec¢des por esses virus sao consideradas assintomaticas e
os ciclos e mecanismos ainda sdo pouco conhecidos. Entre os 13 sorotipos conhecidos, de
ocorréncia natural, € possivel observar tropismo por diferentes tecidos e t€ém sido encontrados
em amostras de células sanguineas, s€émen, células epiteliais, fluido amnidtico entre outros
(SANT’ANNA & ARAUJO, 2022).

Apesar disso, diversas caracteristicas vantajosas consolidaram os AAVs como os
principais vetores virais empregados na terapia génica. Entre elas, uma ampla variedade de
tropismos, incapacidade de se replicar sem auxilios, natureza pouco patogénica, tamanho
reduzido e a habilidade de integrar seu genoma ao DNA do hospedeiro, podem ser destacadas.
Além dessas caracteristicas inatas ao virus, a obten¢do, modificacdo e adaptagdo com objetivo
terapéutico sdo relativamente faceis quando comparado a outros vetores (WANG et al., 2024).

Como principais desafios do uso de AAVs na terapia génica podemos citar a baixa
capacidade de inser¢ao de genes, hepatotoxicidade, microangiopatia trombotica e outros efeitos
adversos associados a imunogenicidade do vetor. A duracdo do transgene depende de fatores
como o tecido em que ¢ aplicado, a resposta imune ao vetor e a célula modificada, em muitos
casos limitando o tratamento a uma dose unica. Além dos desafios associados a biologia do
vetor, outro importante fator € o custo de produ¢do e consequentemente custo final da terapia,
as quais atualmente representam alguns dos medicamentos mais caros disponiveis no mercado
(KOHN; CHEN; SPENCER, 2023).

Estima-se que a presenga de AAVs ndo modificados na populagdo humana seja de até
80%, e isso representa um dos principais desafios relacionados ao seu uso como vetor, uma vez
que, devido a sua imunogenicidade, ¢ observada presenga de anticorpos para o virus em grande
parte da populacdo. Em adigdo, a ativagdo de resposta imune, tanto inata como adaptativa, ¢
observada em terapias in vivo, em que ha resposta contra o capsideo e outras estruturas virais,
além de respostas contra os produtos da transdu¢ao. Como uma maneira de contornar a resposta
imune direcionada ao vetor, ¢ possivel associar a terapia a imunossupressores, cOmo os
corticosteroides. Uma alternativa apresentada por Leborgne et al. (2020) ¢ a administracdo de
peptidases para hidrolisar anticorpos neutralizantes pré-existentes, assim permitindo o uso de
AAVs em terapias in vivo com menor comprometimento do sistema imune (LEBORGNE et al.,
2020).
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Atualmente, ja possuem aprovagao de agéncias de saude, incluindo a Agéncia Europeia
de Medicamentos (EMA) e a Administracdo de Drogas e Alimentos (FDA), os seguintes
medicamentos: voretigene neparvoveque (Luxturna, nome comercial), para tratamento de
distrofia hereditaria da retina, sendo o primeiro registro de produto para terapia génica no Brasil,
onasemnogeno abeparvoveque (Zolgensma), autorizado para o tratamento da atrofia muscular
espinhal; etranacogene dezaparvovec (Hemgenix) e valoctocogene roxaparvovec (Roctavian),
para o tratamento de hemofilia tipo B e tipo A, respectivamente (FDA, 2017; EMA, 2018;
ANVISA, 2020).

Vetores baseados no Herpes Simplex virus

Os virus Herpes Simplex (HHV) sdo de DNA dupla-fita e envelopados, sendo divididos
em dois tipos: HHV-1 e HHV-2, agentes etiologicos da herpes labial e herpes genital,
respectivamente. Os HHVs sdo capazes de entrar em estado de laténcia, em que o virus
permanece no hospedeiro sem manifestagdo clinica. Durante infec¢do primaria o HHV se
estabelece e inicia replicacao em células epiteliais da pele ou mucosa, ao atingir terminagdes
nervosas de neurdnios periféricos ¢ iniciado o periodo de laténcia, em que, a expressao dos
genes ¢ reduzida e ndo ha producdo de novas particulas virais. Estimulos como estresse,
flutuagdes hormonais e outras infec¢des como a COVID-19 podem reativar o virus, acarretando
um novo ciclo de replicagdo litico (MALDONADO; ROMERO-AIBAR; PEREZ-SAN-
GREGORIO, 2021; ZHU & VIEJO-BORBOLLA, 2021).

Algumas caracteristicas do HHV despertam o interesse de utilizd-lo como vetor viral.
Uma delas é o neurotropismo, ou seja, a capacidade do virus de infectar células do sistema
nervoso, e seu tropismo por células epiteliais. Outro fator ¢ o tamanho de seu genoma, tendo
aproximadamente 152 kb, contendo até 30 kb de genes que podem ser substituidos sem
prejuizos, sendo a capacidade de inser¢do a principal vantagem em relagdo a outros vetores
virais (MODY et al., 2020).

Uma caracteristica também observada ¢ a habilidade do virus de evadir as defesas do
organismo. O HHV ¢ capaz de inibir vias de sinalizacdo como a resposta ao dano no DNA
(DDR), ativacdao de receptores toll-like, mecanismos de detec¢do de DNA, entre outras,
viabilizando o ciclo de replicagdo e posteriormente o inicio do periodo de laténcia. Esses
mecanismos de evasdo sao importantes para evitar resposta imune contra o vetor durante o
tratamento (VERZOSA et al., 2021).
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Apesar do neurotropismo, as aplicagdes de HHV na terapia génica ndo se restringem ao
tecido nervoso, o vetor ¢ utilizado no tratamento de tumores em diversos tecidos, sendo células
neoplésicas o principal alvo dos testes clinicos. Sua capacidade de infectar diferentes tipos de
células, a natureza citolitica de sua replicagdo e as caracteristicas previamente mencionadas
fazem do Herpes Simplex Virus um excelente potencial virus oncolitico. Esses vetores sao
projetados para infectar especificamente células neoplasicas e uma vez infectadas, os virus
oncoliticos podem induzir apoptose e/ou estimular resposta imune contra as células tumorais
(YAHYA & ALQADHI, 2021; ZHAO; ANSELMO; MITRAGORI, 2021).

Em um estudo publicado na década de noventa, Martuza e colaboradores (1991)
inibiram o crescimento de glioma humano em ratos utilizando HHV-1 geneticamente
modificado, um marco significativo ndo sé para o uso do herpes simplex como vetor, mas
também para terapias antitumorais. O virus modificado ndo possuia a enzima timidina quinase
(TK, do inglés thymidine kinase) inibindo o seu ciclo de replicacdo em células ndo divisiveis,
como neurdnios, sem prejudicar a atividade naquelas com alta taxa de divisdo celular
(MARTUZA, 1991).

Desde entao ocorreram grandes avangos na terapia génica, sendo atualmente aprovado
pela FDA ¢ EMA o uso do medicamento IMLYGIC (Talimogene laherparepvec) para
tratamento de melanoma (FDA, 2023; EMA 2024). Foi também aprovado pelo FDA o Vyjuvek
(Beremagene Geperpavec), um medicamento topico utilizado no tratamento de lesdes em

pacientes com epidermolise bolhosa distrofica (EBD) (KHAN et al., 2023).

Vetores baseados em retrovirus

Os retrovirus sao virus de RNA de fita simples envelopados cuja principal caracteristica
¢ o processo de transcri¢do reversa, que consiste na producao de moléculas de cDNA a partir
do RNA viral, posteriormente integrado ao genoma da célula hospedeira. Isso € possibilitado
pelas enzimas transcriptase reversa e integrases € a sequéncia viral € entdo transcrita e traduzida
pela maquinaria celular. Essa familia de virus ¢ dividida em sete géneros ou subfamilias, sendo
elas: Alpharetrovirus, betaretrovirus, deltaretrovirus, gammaretrovirus, epsilon-retrovirus,
lentivirus e spumaretrovirus (CHAMEETTACHAL; MUSTAFA; RIZVI, 2023).

De maneira geral, o ciclo de vida de retrovirus se inicia pela adsor¢do, onde a particula
viral ¢ ancorada a membrana celular por interacdes entre receptores da célula e moléculas do
virus. Em seguida ocorre a fusdo entre o envelope € a membrana permitindo que o capsideo
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penetre no ambiente intracelular, iniciando o desnudamento e a transcrigao reversa no capsideo
parcialmente aberto. Uma vez no nticleo acontece a finalizagdo da transcri¢do reversa e entdo a
integracdo. Apds isso, o material genético viral € transcrito, processado e exportado para o
citosol, onde, por fim, ocorre a sintese proteica, empacotamento do RNA gendmico, maturagao
e liberagao das particulas virais (CHAMEETTACHAL; MUSTAFA; RIZVI, 2023).

Exemplos de retrovirus empregados em pesquisas de terapia génica ¢ o virus da
leucemia murina de Moloney (MoMuLV), pertencente ao género Gammaretrovirus, € os virus
espumosos (FVs, do inglés Foamy Viruses) do género Spumavirus, outro exemplo sdo os
lentivirus, os quais serdo abordados em um topico posterior, como os virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), felina (FIV) e simia (SIV). A grande vantagem da aplicacdo dessa familia
resulta do processo evolutivo que os torna extremamente eficientes na inser¢ao de informagdes
genéticas no genoma da célula. Foi demonstrado por diversos estudos efetividade no uso de
retrovirus como vetores na entrega de transgenes em células pluripotentes, no tratamento de
cancer e na entrega de vacinas de DNA (MAETZIG; GALLA; BAUM, 2011; FERRUA &
AIUTI, 2017; BUDZIK; NACE; IKEDA, 2021; CHO et al., 2021).

As principais aplicagdes da terapia génica utilizando vetores retrovirais sao
transferéncia de “genes suicidas” (genes que, mediante estimulo, levam a morte celular),
modificacdo de linfocitos T, terapia génica corretiva e indugao de apoptose/resposta imune. Ha
dois principais métodos na transducao de genes: terapias in vivo € ex vivo, em que o produto €
entregue as células diretamente no organismo e na qual as células-alvo sdo modificadas
geneticamente fora do organismo e depois transplantadas, respectivamente (ZHAO;
ANSELMO; MITRAGOTRI, 2022).

O uso de vetores retrovirais demonstrou sucesso em terapias corretivas para deficiéncia
de adenosina desaminase (ADA), enzima responsavel pela conversao de adenosina em inosina
na degrada¢do de nucleotideos, a doenca afeta linfocitos B e T resultando em grave
comprometimento do sistema imunologico. A terapia génica também representa uma
alternativa para o transplante de células hematopoiéticas e, diferentemente de terapias de
reposicdo enzimatica, ndo resulta em resposta imune a enzima exdgena. Além da terapia
corretiva, uma aplicagdo bem-sucedida e disponivel no mercado envolve a transducdo de
linfocitos com o objetivo de induzir resposta antitumoral (SECORD & HARTOG, 2022).

Em 2016 foi aprovado pela Agéncia Europeia de Medicamentos o medicamento
Strimvelis (autologous CD34+ enriched cell fraction that contains CD34+ cells transduced
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with retroviral vector that encodes for the human ADA cDNA sequence) para tratamento da
ADA, o principio ativo sdo células CD34+ transduzidas por vetor gamma-retroviral. Outros
dois exemplos sdo Yescarta (axicabtagene ciloleucel) e Tecartus (brexucabtagene autoleucel)

aprovados em 2017 e 2020, respectivamente, ambos indicados para linfoma.

Vetores baseados em lentivirus

Os lentivirus compdem a familia Retroviridae e sdo amplamente conhecidos por abrigar
a subfamilia dos virus da imunodeficiéncia humana (HIV), felina (FIV) e simiana (SIV),
causadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) em seus hospedeiros. Se
tratando de organismos pertencentes a familia Retroviridae, os lentivirus compartilham muitas
das caracteristicas expressas por outros retrovirus, com algumas particularidades que
estabelecem um quadro distinto de outros retrovirus quanto as suas aplicagdes (GHALEH et
al., 2020).

Os lentivirus ndo apresentam um ciclo de replicagdo litico e seu genoma bastante
complexo ¢ composto de duas moléculas de RNA fita simples (ssSRNA). Os lentivirus utilizam
esse RNA para sintetizar DNA através da Transcriptase reversa viral e em seguida introduzem
esse DNA ao genoma do hospedeiro de maneira estavel por meio de enzimas virais chamadas
integrases. Para isso, ap0s a sintese da fita de DNA, ocorre a formacdo do PIC (complexo de
pré-integragao) constituido do dsDNA viral, da integrase viral e de proteinas do envelope, que
interage com proteinas citoplasmaticas e cariofilicas da célula hospedeira, responsaveis por

carrear o PIC para dentro do nucleo celular ( BEDWELL & ENGELMAN, 2021) (Figura 1).
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Figura 1. Representagdo esquematica do processo de infec¢do dos lentivirus. Legenda: 1 -
reconhecimento de proteinas de superficie celular por receptores celulares especificos, como
no caso da interagdo das espiculas virais do HIV-1 em interagdo com os receptores CD4 dos
linfocitos TCD4+; 2 - desnudamento viral e liberagdo do capsideo no interior da célula; 3 -
formagao do PIC; 4 - translocagdo nuclear e integragdo do provirus; 5 - transcri¢do do provirus;
6 -traducdo do provirus; 7 - sintese e maturacdo das proteinas virais; 8 - montagem da particula
viral e translocacdo das proteinas de superficie para a membrana da célula hospedeira; 9 -

brotamento da particula viral madura). Fonte: autoria propria.

O tamanho do PIC parece interferir nesse processo, tendo em vista que € necessaria a
sua passagem pelos poros da membrana nuclear durante a pré-integracdo. Apds isso, as
integrases virais juntamente de outras proteinas nucleares sdo responsaveis por integrar o
provirus ao genoma do hospedeiro e a partir desse ponto segue-se o processo da sintese viral
lisogénica (VEENHUIS et al., 2021.)

Os vetores lentivirais apresentam inimeras vantagens para transferéncia génica. A sua
estabilidade de transdugdo, isso €, a forma segura com a qual o vetor transfere o gene de
interesse para a c€lula hospedeira, at¢ mesmo em células quiescentes (com baixa atividade
metabolica/mitotica) ¢ fundamental para a terapia génica, pois garante nao apenas a
confiabilidade do vetor, promovendo um menor potencial oncogénico, mas também a sua
efetividade e viabilidade aplicacional garantindo uma expressdo a longo prazo do gene de
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interesse. Sua capacidade de empacotamento, tropismo e baixa imunogenicidade sdo outras
caracteristicas que tornam o uso desses vetores muito interessante para terapia génica.
(COMISEL et al., 2021).

O tropismo ¢ a transducao do material genético dos vetores lentivirais apresentam
algumas caracteristicas interessantes que os destacam dos demais vetores retrovirais. Sua
preferéncia por infectar células do sistema imunoldgico, como ocorre no caso dos virus da
imunodeficiéncia humana, além de células nervosas (RITTINER et al., 2020), fornece um
amplo espectro de aplicabilidade desses vetores em doencas neurodegenerativas congénitas,
como no caso da Doenga de Huntington e do mal de Parkinson (KAKOTY et al., 2021), alguns
tipos de leucemias (WANG et al., 2021), hemofilia (MILANI et al., 2022), B-talassemia
(NUALKAEW et al., 2021), entre outros (GUIMARAES et al., 2020).

Em adicao ao seu tropismo natural para as células afetadas nessas doengas (nervosas e
hematopoiéticas/imunologicas), estes vetores garantem a expressao a longo termo do transgene
nessas células, podendo promover melhoras significativas nos quadros gerados por essas
patologias gragcas a natureza integrativa gendmica da sua transdugdo. Diversos estudos e
protocolos vém sendo elaborados nas ultimas décadas visando a aplicagdo dos vetores
lentivirais na terapéutica de doencgas que até entdo desfrutavam de poucos recursos terapéuticos
ou eram até mesmo ditas intrataveis (ZITTERSTEIJN; GONCALVES; HOEBEN, 2020).

Todavia, o carater integrativo dos lentivetores pode gerar a chamada mutagénese
insercional, isso €, mutagdes provenientes de inser¢des proximas a proto-oncogenes, o que pode
acarretar na geragao de virus competentes para replicacdo e transformacdes celulares malignas.
Nos vetores lentivirais de terceira geracdo, contudo, esse problema foi remediado com o
promotor das sequéncias LTR sendo sintetizado independentemente da proteina TAT do HIV
para sua ativagdo (GUTIERREZ-GUERRERO; COSSET; VERHOEYEN, 2020).

Além disso, outra medida de seguranga adotada foi a utilizagdo de lentivetores nao-
integrativos a partir da inativa¢do das integrases virais, sem interferéncias no processo de
transcri¢do reversa e no transporte do PIC para o nucleo, dessa forma o vetor € responsavel pelo
transporte e transducao do material, enquanto a integracdo do gene terapéutico fica a cargo de
outras ferramentas moleculares mais seguras, como a técnica de CRISPR-Cas9 e nucleases de
dedos de zinco (zinc finger nucleases/ZFN), tornando o processo de integragdo mais confidvel
e seguro (YODER et al., 2021).

Essas caracteristicas fornecem um amplo espectro de aplicacdo dos lentivetores em
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doengas que compartilham em sua patogénese interagdes com células hematogénicas de
linhagens variadas, estabelecendo um grande leque de populagdes celulares de interesse para a
aplicagdo destes; a seguir encontram-se resumidas as principais aplicacdes de interesse clinico
de acordo com essas populagdes celulares.

As células linfoides sdo alvo de grande interesse para a terapia génica de inumeras
doengas imuno-debilitantes e autoimunes, como ¢ o caso da AIDS (MEHMETOGLU-
GURBUZ et al., 2021), leucemias linfociticas (SAWAISORN et al., 2023) e deficiéncia de
adenosina desaminase (ADA), com estudos clinicos em fase 1 - 2 em pacientes portadores de
SCID-ADA (KOHN et al., 2021), etc. As caracteristicas unicas combinadas dessas células
como alvo terap€utico e do vetor em questdo geram um interessante panorama para a
investigagdo de tratamentos baseados na transdugao de linfocitos a partir de vetores lentivirais
(KU et al., 2021).

Os linfocitos T apresentam um baixo risco de sofrer transformacgdes aleatdrias quando
comparados com células tronco linfoides, apesar disso, ainda podem ocorrer desregulagdes da
expressao génica dessas células, todavia, sem causar alteracdo de suas fungdes. As células T se
mostram muito interessantes, por exemplo, na correcao dos efeitos colaterais do transplante
alogénico de medula, podendo, talvez, ser uma possibilidade de tratamento seguro para a
leucemia mieloide cronica, por exemplo (CHEN et al., 2020).

Ainda se tratando das células T, mais especificamente dos linfocitos T CD4+, os
lentivetores possibilitam uma abordagem imunomoduladora na terapia anti-HIV. Isso pois essas
células sdo alvo fundamental do virus durante seu processo de infeccdo e patogénese;
infectando essas células o virus se replica e compromete a resposta imune do hospedeiro,
causando um quadro de imunocomprometimento. Desse modo, surge como alternativa de
tratamento, a transducao dessas células a partir de lentivetores, fazendo com estas expressem
um receptor variante em suas membranas, impedindo a adsor¢do e consequente infecg¢do pelo
HIV (KITAWI et al., 2024).

As células B, por sua vez, apresentam como caracteristicas serem células de tolerancia
e controle imune especifico, sendo mediadoras fundamentais da tolerancia celular e, por essa
razao, desempenham um papel de destaque no combate a doencas autoimunes e cancer por meio
da TG, modulando a intensidade das respostas e reconhecendo receptores de membrana e
padrdes moleculares relacionados ao complexo de histocompatibilidade, por exemplo, podendo
promover a partir dessas células um possivel mecanismo de respostas anti-neoplasicas, anti-
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doengas-autoimunes e até mesmo anti-HIV (ROGERS & CANNON, 2021).

Tendo em mente o mesmo principio, diversas doencas genéticas causadoras de
altera¢des nas fungdes normais ou sintese da hemoglobina estdo intimamente relacionadas a
regulagao génica ou mutagoes ligadas a linhagem hematopoiética eritrdide. O carater gendmico
e proteomico dessas condigdes abre uma janela para possiveis intervencdes terapéuticas
baseadas em TG e consequentemente, pelas caracteristicas anteriormente citadas, os
lentivetores se mostram muito interessantes nesse caso (TANHEHCO, 2021).

A anemia falciforme, por exemplo, ¢ uma condi¢ao onde ha uma alteragao funcional na
estrutura tridimensional da hemoglobina que leva a falcizagao dos eritrocitos; esta condig¢ao ¢
causada pela substitui¢do de uma glutamina por uma valina na cadeia polipeptidica, causada
por uma mutacdo na posi¢do 6 do gene da B-globina, conduzindo a polimerizagdo da
hemoglobina-S (falciforme/HbS) responsavel pela alteragdo morfologica das células (TEBBI,
2022).

Estudos recentes, baseados na transdugdo de células CD34+ da medula de roedores
apresentaram utilizando lentivetores apresentaram niveis terapéuticos de HbA-globina
(funcional), restaurando a morfologia e fisiologia normal dessas células (HART et al., 2024),
sem efeitos adversos relacionados a transducao viral tendo sido relatados até entdo (HSIEH et
al., 2020).

A B-thalassemia, por sua vez, consiste em um conjunto de doencas causadas pelos niveis
reduzidos ou inexisténcia de cadeias beta da hemoglobina, resultando num excesso de cadeias
alfas ndo-ligadas, o que leva a proteina a precipitar-se em progenitores eritroides medulares,
fazendo com que essas células morram precocemente e promovendo uma eritropoiese débil. O
nivel de reducao da cadeia polipeptidica ¢ determinado pelo tipo da mutacao ocorrida no gene
da beta globina, localizado no cromossomo 11 e estd relacionado ao grau e evolugdo da doenca
(ALI et al., 2021).

Testes envolvendo a transducgdo de células progenitoras eritroides da medula de modelos
murinos a partir de lentivetores ja relataram uma grande eficdcia na correcdo do gene da beta
globina, expressdo em niveis satisfatorios e de maneira estavel da proteina funcional,
restaurando a morfologia e fisiologia eritrocitaria a longo prazo e de forma segura, revertendo
total ou parcialmente o quadro da doenga (NUALKAEW et al., 2021).

Doencas neurodegenerativas, tais como o Parkinson e o mal de Alzheimer, possuem um
carater protedmico, € consequentemente genomico, de fundamental importdncia em suas
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patogéneses, 1sso0 pois 0s principais eventos responsaveis pela instalagdo de quadros
neurodegenerativos congénitos sdo deficiéncias ou falhas na sintese proteica e desregulagdo da
expressao génica das células nervosas (WINGO et al., 2022).

Os vetores baseados em lentivirus ja demonstram seu grande potencial para o tratamento
de doencas neurodegenerativas, danos neurologicos e lesdes medulares (ISLAM & TOM,
2022), e diversos estudos ja comprovam a eficacia dos lentivetores no tratamento de doencas
como o mal de Parkinson, promovendo uma melhora a longo prazo, sem relatos de efeitos
adversos inesperados ou potencialmente prejudiciais até entdo (MEROLA et al., 2020) e no mal
de Alzheimer, com abordagens metabolicas e neuroprotetoras, atrasando o avango da doenga
(EL-BATTARI etal., 2021), com grande influéncia das células da glia, responsaveis pela vigilia
imune do sistema nervoso, possibilitando a formulagao de estratégias terapéuticas baseadas em

imunomodulagdo no sistema nervoso (MANDALAWATTA et al., 2024).

CONCLUSAO

Os dados aqui reunidos demonstram que a terapia génica baseada em vetores virais
consolida-se como um pilar transformador na medicina contemporanea. Avancos significativos
em virologia, engenharia genética e imunologia permitiram o desenvolvimento de vetores cada
vez mais sofisticados, seguros e eficientes. Este progresso ¢ materializado por diversas terapias
aprovadas comercialmente e por um robusto e crescente cenario de ensaios clinicos, que
desenha os contornos de um futuro promissor para o tratamento de doengas genéticas,
oncoldgicas e infecciosas consideradas até entdo intrataveis.

A escolha do vetor ideal dentre os reunidos neste trabalho, bem como outros virus ainda
emergentes em estudos a respeito de suas aplicagdes em TG e outras técnicas baseadas em
vetores sintéticos, como nanoparticulas ou lipossomas, permanece como uma decisdo critica,
fundamentada em um balanco criterioso entre sua capacidade de transdugdo, tropismo celular,
capacidade de carga genética, perfil de imunogenicidade e potencial de genotoxicidade. O
conhecimento aprofundado dessas caracteristicas, associado a continuas melhorias na
purificagdo e produgdo em larga escala, ¢ essencial para desenhar terapias mais precisas,
duraveis e seguras.

Diante deste cenario € possivel afirmar que a terapia génica baseada em vetores virais
evoluiu de uma promessa visiondria para uma realidade clinica em franca expansao. Seu futuro
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sucesso e consolidagao clinica dependera da continua pesquisa translacional, que deve focar na
superacao dos desafios atuais, em especial as respostas imunes desencadeadas por estes vetores,
estratégias de entrega tecido-especifica e otimizagdo de custo, além da integragdo inteligente
com outras plataformas emergentes. Este panorama estabelece o avango da medicina molecular
em diregdo a tratamentos cada vez mais especificos, eficientes e personalizados, redefinindo o

manejo de um espectro cada vez mais expressivo de doencas humanas.
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