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aconselhamento genético e
diagnoéstico pré-natal (DPN) com
eventual aborto dos fetos afectados
(0 qual é permitido, na nossa
legislacdo, até as 24 semanas de
gestacdo). Por outro lado, é deixada
prosseguir até ao seu termo a
larguissima maioria das gravidezes
de fetos sem a anomalia para a qual
havia um risco elevado. O DPN tem,
por esta via, um efeito pré-natalista,
umavez que, ha sua auséncia, muitas
gravidezes de ato risco seriam
abortadas i ndiscriminadamente.
Exemplos  particularmente  bem
sucedidos de programas de
prevencdo de doencas genéticas que
adoptaram este  modelo de
intervencdo sdo os dirigidos ao
controlo de duas anemias hereditérias

graves com uma elevada prevaléncia
regional, a saber a b talassémia e a
anemia de células falciformes,
respectivamente, nas populacdes
mediterranicas e cubana. Em ambos
0S Ccasos Se observou uma elevada
adesdo dos casais em risco ao DPN e,
consequentemente, uma  muito
significativa reducdo da incidéncia
daquel as doencas.

No nosso Pais, o0s servicos e
consultas de genética médica
oferecem  DPN de doencas
cromossomicas e de um conjunto de
doencas génicas (cerca de 30 das
quais ja estudadas em laboratorios
portugueses). Nesta comunicagdo
serd apresentada, atitulo de exemplo,
a actividade do nosso centro no
dominio da prevencdo genética.

Bibliografia

Clarke A (1995) Population screening for
genetic susceptibility to disease. British
Medical Journal 311: 35-8.

Lavinha J, Gongalves J, Faustino P,
Romé&o L, Osorio-Almeida L, Peres MJ,
Picango I, Martins MC, Ducrocq, Labie
D, Krishnamoorthy R (1992) Importation
route of sickle cell trait into Portugal:
contribution of molecular epidemiology.
Human Biology 64: 891-01.

Modell B, Modell M (1992) Towards a
healthy baby. Oxford University Press.

Santos H, Cordeiro I, Nunes L (1997)
Genetic services in Portugal. European
Journal of Human Genetics 5(S2): 140-4.
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Mais de 10.000 fenétipos variantes,
de origem genética, sdo hoje
conhecidos sendo na sua maioria
doencgas incuraveis. Com o advento
das novas tecnologias, em particular,
na area da biologia molecular, a
aplicagdo clinica da terapia génica
tem vindo a tornar-se numa
possibilidade real de cura dessas
doencas. Na Ultima década, mais de
300 ensaios clinicos de terapia
génicaem fase I/l (ver abaixo), num
total de mais de 3000 pacientes,
foram redlizados para o tratamento
do cancro e de doengas genéticastais
como: deficiéncia da deaminase da
adenosina, fibrose quistica,
hemofilia, doenca de Gaucher e
muitas outras. Recentemente, estes
ensaios tém vindo ser extensiveis ao
tratamento da SIDA e, em menor
escala, as doencas cardiovasculares e
neurolégicas. Ensaios pré-clinicos
estdo também em progresso para as
doencas autoimunes, aérgicas e na

regeneracdo de tecidos e de
transplantes celulares. Com base na
tecnologia da transferéncia génica,
novas vacinas tém vindo a ser
desenvolvidas sendo por esta razéo
denomindas de vacinas de
imunizacdo génica. Para a SIDA,
este tipo de vacina tem como
objectivo conferir imunidade contraa
transmissdo do virus HIV-1. Outros
programas de investigagdo tém
também vindo a considerar o
desenvolvimento  terapéutico ou
preventivo de vacinas contra a
maléria, tuberculose e aos virus da
hepatite A, B e C, influenza, La
Crosse e Ebola. S0, portanto, vérias
as aplicacdes terapéuticas da
tecnologia de transferéncia génica.
Contudo, a sua eficicia no combate a
doencas permanece ainda
guestionavel. Os recentes relatos em
gue um jovem americano com uma
doenca rara do figado, foi vitima de
um ensaio de terapia génica, veio

ressucitar  questdes quanto a
seguranca e inocuidade deste tipo de
terapia. Apesar deste incidente,
parece aceitavel pensarmos que, para
a terapia génica, como para qual quer
terapia, havera sempre um grau de
risco associado e que este estara
dependente da doenca em causa e
dos métodos utilizados, bem como
do estado geral e clinico do paciente.
Contudo, o sucesso da aplicacao da
terapia génica com seguranca €
sobretudo com eficécia na prevencéo
e no combate as doencas, dependera
essencialmente do aprofundar dos
conhecimentos bésicos da biologia
molecular e da fisiopatologia das
doencas bem como do
desenvolvimento de metodoldgias
eficientes de transferéncia génica.
Neste momento, podemos apenas
considerar que a terapia génica é
ainda um objectivo a alcancar mais
do que uma realidade em que a sua
aplicagdo sem riscos, como qual quer
terapia convencional, tenha uma
vantagem acrescida de aliviar ou
curar em definitivo a doenca em
causa.
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O conceito da terapia génica

O conceito - terapia génica - pode ser
aplicado a qualquer procedimento
terapéutico em que sequéncias
nucleotidicas sdo intencionalmente
introduzidas ou modificadas em
célulag/tecidos humanos. Em geral,
as sequéncias nuclectidicas
introduzidas sdo moléculas de cDNA
de genes normais que irdo repor a
funcionalidade de genes
correspondentes que se encontram
mutados nas células/tecidos a serem
tratados.

Este tipo de estratégia tem sido
utilizada para as  doengas
monogénicas tais como a fibrose
quistica, hemofolia e muitas outras.
Na terapia génica de outras doencas
como o cancro, sdo utilizados, entre
outros, genes "suicidas', ou segja,
genes que ao serem expressos levam
a morte da célula, como é o caso do
gene da enzima cinase da timidina
(tk) do virus da herpes. Este enzima
tem a particularidade de converter a
droga ganciclovir, que é
administrada aos doentes apés
terapia com o0 gene tk, num
metabolito téxico e letal. Este
metabolito é letal ndo sb para as
células cancerosas que passaram a
expressar 0 gene "suicida' mas
também, para as outras células
cancerosas circundantes. Também
no cancro, tém-se utilizado genes
"marcadores’, genes que conferem
resisténcia a drogas e ainda,
sequéncias nucleotidicas anti-sense.
Estes Ultimos sd0 moléculas de RNA
anti-sense que ao serem introduzidos

nas células impedem a
expressdo/traducdo das suas
correspondentes endoégenas -

moléculas de RNA sense - por
emparelhamento de suas bases
nucleotidicas.
Presentemente, a terapia génica
contempla somente células
sométicas, isto & exclui a
modificagdo genética das células
germinais. Todas as céulas
sométicas possuem, em principio, a
capacidade de receber um gene
terapéutico. No entanto, a pré
definicdo de célulasitecido alvo,
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tendo como base a natureza da
doenca, serdsempre desejavel.
Existem principalmente dois tipos de
estratégias na terapia génica: ex vivo
- em que as células avo sdo
geneticamente modificadas fora do
organismo e, s depois,
transplantadas para o individuo; e in
vivo - em que 0s genes sdo
introduzidos directamente nas células
alvo, ou sejano tecido do individuo a
ser tratado. Uma alternativa muito
ambicionada mas que ainda ndo foi
devidamente testada, sera a
introducdo do gene terapéutico na
corrente sanguinea e este encontrar o
seu caminho em direccdo ao tecido
alvo. O sucesso da terapia génica
depende da eficiéncia da
transferéncia e dos niveis e regulagéo
Nno espago e no tempo da expressao
do gene terapéutico, bem como da
sobrevivéncia das células/tecido alvo
geneticamente  modificados  no
paciente. Noutras palavras, a terapia
génicadeve resultar naintroducdo de
um gene que possibilite a producdo
no tempo, loca e na quantidade
desejada de uma proteina terapéutica
que alivie ou cure a doenca em
causa. Como é evidente, 0s ensaios
de terapia génica exigem um
protocolo que assegure em primeira
analise a seguranca e inocuidade do
tratamento. Assim, antes da
aplicacdo em humanos, o gene
terapéutico e o sistema de
transferéncia  desenvolvido  sdo
testados em células em cultura e em
animais de experiéncia. Consoante 0s
resultados destes primeiros ensaios,
passa-se entdo para 0S ensaios
clinicos em pacientes ou em
individuos  saudaveis. Existem
essencialmente  trés fases de
ENSAIOS CLINICOS: FASE | EM
Que sdo testadas a toxicidade e a
farmacodinamica; fase Il em que sdo
essencial mente testados os beneficios
terapéuticos e finalmente a fase 11l
em que sdo testadas a eficiéncia e
inocuidade em comparagdo com
outras drogas.

Os vectores na terapia génica

As metodol ogias associadas a terapia
génica incluem métodos de

isolamento de genes celulares
(clonagem), mani pulagdo
(engenharia genética) e transferéncia
para células humanas. Normalmente
a transferéncia e expressdo do gene
terapéutico em células humanas é
acompanhada pela sua inser¢do em
vectores de expressAO. A funco do
vector € proteger e transportar
eficazmente o material genético para
0 nlcleo das células avo onde é
entéo descodificado (expresso) a fim
de produzir a proteinaterapéutica. Os
vectores utilizados podem ser de
origem viral ou ndo-viral.

Sistemas virais

Os virus, que ndo sdo mais do que
alguns genes de replicacéo revestidos
por uma capa proteica, tém suscitado
grande interesse como potenciais
vectores na terapia génica. Isto
porque, ao longo da evolugdo, tém
vindo a desenvolver uma
especificidade de infeccdo para
determinadas células. Estes virus
antes de serem utilizados como
vectores sdo alterados por técnicas de
engenharia genética. Os genes
responsaveis pela replicacdo viral
(geralmente patogénicos) sdo, por
exemplo, deletados e substituidos
pelo gene terapéutico. Assim, estes
vectores virais recombinantes e néo
competentes para a replicagéo,
mantém ainda a capacidade de um
ciclo de infeccdo e ainda, expressar
no interior do hospedeiro, genes que
Ihe estdo associado ou seja 0 gene
terapéutico.

Retrovirus - Os retrovirus tém a
capacidade de se integrarem no
genoma da célula hospedeira e, deste
modo, se transmitirem de geracéo em
geracdo. No entanto, a integracéo é
virais sdo as celulas estaminais -
células ainda néo diferenciadas que
persistem indefinidamente  ou
produzem descendentes
especializados. As células estaminais
sanguineas, por exemplo, ddo origem
a todos os outros tipos de células
sanguineas (eritrécitos, leucdcitos,
linfocitos do sistema imunité&rio e
plaquetas) mantendo,
simultaneamente, a sua capacidade
auto-proliferativa. Neste momento, é
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no entanto, extremamente dificil
identificar as células esteminais
humanas e modificilas através da
terapia génica com seguranga.

Os investigadores tém vindo a alterar
0s vectores retrovirais, em particular
a camada proteica que o0s reveste, ha
tentativa de os tornar mais
especificos para um determinado tipo
de célula Estdo também em
progresso ateraces no sentido de os
tornar capazes de transformar células
que ndo se encontrem em divisdo,
como também, de restringir os locais
de integracgdo.

Os lentivirus pertencem a familia
dos retrovirus. Possuem, no entanto,
a capacidade de transfectar células
que ndo se encontrem em divisdo. O
lentivirus mais conhecido e que tém
vindo a ser desenvolvido como
vector é o virus da SIDA, o sgja, 0
HIV. O vector recombinante deste
virus, quando injectado em animais
de experiéncia, expressa-se por
varios meses nos tecidos injectados.
Parece também, ndo causar qualquer
resposta imunitaria no hospedeiro. A
producéo deste  vector em
concentragdes desejaveis €, contudo,
muito restrita actual mente.

Adenovirus - Os adenovirus tém
capacidade de infectar diferentes
tipos de célula e, ao contrario da
maioria dos retrovirus, sdo capazes
de transferir genes para células que
ndo se encontrem em divisdo. Por
outro lado, ndo se integram o que
diminui a possibilidade de interferir
com genes vitais da célula
hospedeira. No entanto, a sua
expressdo € sO temporariamente
efectiva. Os vectores adenovirais
podem ser imunogénicos sendo a
resposta imunitaria dirigida,
geralmente, contra as células
transformadas. Transformagoes
repetidas de células com o
adenovirus sdo improdutivas uma
VEZ que a resposta secundaria do
sistema imunitério pode previnir a
expressao ou destruir por completo
todas as células contendo o
adenovirus. Existe também a
possibilidade de recombinacdo com
0s adenovirus endégenos
potenciando assim o aparecimento de

novas variantes no meio ambiente.
Actualmente, uma nova geracdo de
vectores adenovirais estdo a ser
desenvolvidos no sentido de
minimizar a sua reaccao
imunogénica e de recombinacéo.
Outros virus - Uma série de outros
virus, em adternativa aos acima
descritos, tém vindo a ser explorados
como vectores na terapia geénica
Entre eles 0 virus adeno-associado
(AVV), virus do herpes simplex
(HSV), virus da variola, alphavirus.
Nenhum destes virus € ainda
considerado como o ideal, no
entanto, cada um deles pode, no
futuro, ter uma aplicacdo terapéutica
particular. Por exemplo os AAV sdo
de grande interesse uma vez que sdo
responsaveis por infeccdes
respiratérias benignas nos humanos.
Sdo, ainda, formas naturais que se
integram  no genoma humano,
nomeadamente no cromossoma 19.
No entanto, estes vectores sdo
incapazes de acomodar grandes
moléculas de DNA exdgeno. Os
HSV, ao contrario do AVV, ndo se
integram no genoma do hospedeiro.
Mas s80 atractivos como vectores de
transformacdo de neurdnios, pois
algumas destas células retem estes
virus numa forma mais ou menos
inbcua durante toda vida do
individuo infectado. Os HSV sdo
portanto, potenciais vectores para a
terapia  génica de  doengas
neurol dgicas.

Sistemas néao-virais

Os sistemas nao-virais sa0 uma
alternativa aos virus na transferéncia
génica pois, ao contrario destes, ndo
causam qualquer tipo de doenca e
s80 pouco téxicos. Para além disso,
sdo facies de manipular.
Actualmente, alguns destes sistemas
sdo aplicados em conjunto com os
vectores retrovirais e adenovirais no
sentido de aumentar a eficiéncia de
transferéncia destes vectores.

Lipossomas - Os lipossomas séo

pequenas esferas de lipidos
catiénicos com capacidade de
acomodar internamente  grandes

moléculas de DNA. Estas moléculas
podem ser vectores plasmidicos

contendo o gene terapéutico ou
simplesmente fragmentos de DNA
Este sistema permite, por exemplo,
aplicar a estratégia do RNA-
antisense em que a expressao de
certos genes é silenciada. Contudo,
os lipossomas ndo séo tdo eficientes
na transferéncia génica quanto os
virus. Dai que, tenham sido
efectuadas algumas alteracdes na sua
composi¢do no sentido de mimitizar
0s virus e assim aumentar a sua
eficiéncia e especificidade.

Sistemas nédo-lipidicos - Os sistemas
ndo lipidicos, tais como os polimeros
de amino &cidos e outras substancias
tém sido também testados na
transferéncia de genes terapéuticos.
Estas substancias, tais como o0s
lipidos, tém como objectivo
transportar e proteger 0 gene
terapéutico de possiveis accdes
enzimaticas no interior dacélula.
Alguns investigadores tém ainda
explorado a injeccdo de DNA, sem
qualquer proteccdo (DNA-nuU), no
interior das células dos pacientes. Tal
como a estratégia do RNA-antisense,
0 DNA-nG parece promissor na
imunizagdo contra as doengas
infecciosas, certos tipos de cancro e
na prevencdo de rejeiccdo de orgaos
transplantados.

As miniaturas de cromossomas,
nomeadamente 0  cromossoma
artificial humano contendo o gene
terapéutico e ainda material genético
necessario para sua regulacdo
(replicac8@o e expressdo), constituem
também mais uma estratégia em
desenvolvimento na terapia génica.
As suas principais vantagens sao a
maior capacidade de incorporacdo de
moléculas de DNA, ndo se integram,
nado sdo toxicos ou imunogeénicos, e o
mais importante, a expressao do gene
terapéutico ai incerido é regulado de
forma semelhante ao gene endégeno.
Podem, no entanto, necessitar de
novas formas de transferéncia para as
células. O Sector de Investigagdo em
Fibrose Quistica do Centro de
Genética Humana do INSA-Lisboa
tém vindo, recentemente, a participar
num Projecto com outros sete
laboratérios Europeus, cujo o
Aleméo é o principal responsavel, no
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desenvolvimento de um cromossoma
artificial  humano para a terapia
génica da fibrose quisticaa A
participagdo do grupo Portugués é
sobretudo na sequenciagdo de
fragmentos de mol éculas de DNA do
gene da fibrose quistica que irdo
servir para construir todo o gene.
Numa fase mais avancada, serdo
também os principais responsaveis
pela sua validagdo em células em
culturae ou animais de laboratorio.

O futuro

Na terapia génica, permanece ainda
por desenvolver um sistema eficaz de
transferéncia génica que posssibilite
a expressdo da proteina terapéutica,
no tempo/espago e nas quantidades
necessarias, que seja capaz de
transformar um individuo doente
num  individuo  saudével. O
aprofundar  dos  conhecimentos
basicos da biologia da célula/tecido e
de sua complexa relagdo com o
organismo como um todo é sem
ddvida um factor essencial para o
sucesso da terapia génica. O

esclarecimento dos efeitos funcionais
da proteina anémala que se pretende
substituir e/ou silenciar através da
terapia génica, parece também um
factor fundamental. Na fibrose
quistica, por exemplo, muito se tem
avancado neste sentido o que tem
possibilitado o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas em
alternativa a terapia  génica.
Denominadas, recentemente, por
terapia de reparacdo proteica, estas
terapias tém por finalidade utilizar
drogas especificas para repdr a
funcionalidade normal da proteina
mutada. Estas drogas variam
consoante 0 defeito a ser reparado
que, por sua vez, depende do tipo de
mutacdo encontrada. Algumas destas
drogas ja se encontram em fase | de
ensaio clinico.

No futuro, um ou outro método quer
de transferéncia génica quer de
terapia de reparagdo proteica, podera
ser aplicado clinicamente com
objectivo terapéutico.

E, uma vez que dificilmente se
reunirdo numa Unica metodologia, a
perfeicilo e a eficacia desegjada,
parece  também  plausivel a
combinacdo de diferentes estratégias
terapéuticas na resolucdo de um
Unico problemaclinico.
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1. Introducéo

Dada a importancia do milho e dos
produtos do complexo soja ha
alimentacdo animal - representando
cerca de 30% e 17%,
respectivamente, ou seja, 47% do
total das matérias primas consumidas
- 0 debate em torno da utilizagcdo de
organismos geneticamente
modificados  assume  particular
relevancia na industria de alimentos
compostos para animais. Por outro
lado, é preciso ndo esquecer a
dependéncia do  exterior no
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aprovisionamento de  matérias
primas, sendo 0 nosso pais deficitério
em cerca de 70%, com a soja a
representar uma dependéncia total,
sendo importada da Argentina, Brasil
e Estados Unidos.

Nesta perspectiva, a abordagem ao
tema proposto deve ser discutida sob
dois diferentes aspectos. por um
lado, no ambito da seguranca
alimentar e, por outro lado, em
termos da globalizacdo dos
mer cados/negociacdes da
Organizagéo Mundial do

Comércig ou sgja, no ambito da
competitividade futura da indistria
de alimentos compostos - tanto mais
gue os custos de aprovisionamento
representam cerca de 80% dos custos
dos alimentos compostos - e, dada a
importancia das ragfes nos pregos da

pecudria, a luz da capacidade
competitiva de toda a Fileira
Pecuéria

2. A Seguranca Alimentar

Com as crises da BSE em 1996 e das
dioxinas em 1999, os problemas
ligados a aimentacdo animal
passaram a ser objecto de andlise e
especulagdo na comunicagdo social,
muitas vezes com um carécter
bastante mais emotivo do que
cientifico em que todas as questes
aparecem  directamente  ligadas,
conduzindo a uma ma imagem dos



