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APRESENTAÇÃO

As obras “Ciência, Tecnologia e Inovação: Desafio para um mundo Global” 
Volume 2 e 3, consistem de um acervo de artigos de publicação da Atena Editora, a 
qual apresenta contribuições originais e inovadoras para a pesquisa e aplicação de 
técnicas da área de ciência e tecnologia na atualidade.

O Volume 2 está disposto em 26 capítulos, com assuntos voltados ao ensino-
aprendizagem e aplicação de procedimentos das engenharias em geral, computação, 
química e estatística. São apresentadas inúmeras abordagens de aplicação dos 
procedimentos, e além disso, estão dispostos trabalhos que apresentam as percepções 
dos professores quando em aulas práticas e lúdicas.

O Volume 3, está organizado em 30 capítulos e apresenta uma outra vertente 
ligada ao estudo da ciência e suas inovações. Tratando pontualmente sobre áreas de 
doenças relacionadas ao trabalho e sanitarismo. Além disso, expõe pesquisas sobre 
aplicações laboratoriais, como: estudo das características moleculares e celulares. 
Ainda, são analisados estudos sobre procedimentos no campo da agricultura. E por 
fim, algumas pesquisas abordam precisamente sobre empreendedorismo, economia, 
custos e globalização na atualidade.

Desta forma, estas obras têm a síntese de temas e abordagens que facilitam as 
relações entre ensino-aprendizado e são apresentados, a fim de se levantar dados 
e propostas para novas discussões em relação ao ensino e aplicação de métodos 
da ciência e tecnologia, cito: engenharias, computação, biologia, estatística, entre 
outras; de maneira atual. Sem esquecer da criação de novos produtos e processos 
levando a aplicação das tecnologias hoje disponíveis, vindo a tornar-se um produto 
ou processo de inovação.

Desejo uma boa leitura a todos.

Andrei Strickler
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AVANÇOS DA TERAPIA GÊNICA –TÉCNICAS UTILIZADAS 
PARA MANIPULAÇÃO GENÉTICA

CAPÍTULO 3
doi

Hecttor Sebastian Baptista
Centro Universitário Sudoeste Paulista/UniFSP

Avaré-SP

Adriana Piccinin
Centro Universitário Sudoeste Paulista/UniFSP

Avaré-SP

RESUMO: Terapia gênica é um procedimento 
que envolve a modificação genética de células 
como forma de tratar doenças. Os genes 
influenciam praticamente todas as doenças 
humanas, seja pela codificação de proteínas 
anormais diretamente responsáveis pela 
doença, seja por determinar suscetibilidade 
a agentes ambientais que a induzem. Duas 
técnicas importantes são estudadas neste 
trabalho. O sistema CRISPR-Cas9 e a criação 
de células-tronco pluripotentes induzidas 
(iPSC). O sistema CRISPR-Cas9 (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats) tem-se destacado devido à sua 
simplicidade de manuseio em laboratório e 
por permitir a correção de defeitos genéticos. 
A outra técnica visa o uso de células-tronco 
hematopoiéticas, que têm se tornado alvo ideal 
para a transferência gênica. Um exemplo desta 
combinação de terapia gênica e células-tronco 
seria a geração de vetores de transferência 
gênica para a criação de células-tronco 
pluripotentes induzidas (iPSC). A bioética 

está sempre presente para avaliar os riscos 
dos procedimentos e as implicações morais 
envolvidas. A terapia ainda é experimental, mas 
apresenta grande potencial, devendo ainda 
causar grande impacto em todos os aspectos 
da medicina. Desta maneira, o objetivo deste 
trabalho foi abordar a terapia gênica, suas 
limitações, aplicações e perspectivas futuras 
por meio da revisão de literatura.
PALAVRAS-CHAVE: Terapia gênica. CRISPR-
Cas9, iPSC, Bioética

ADVANCES OF GENE THERAPY - 
TECHNIQUES USED FOR GENETIC 

HANDLING

ABSTRACT: Gene therapy is a procedure that 
involves the genetic modification of cells as a 
way to treat diseases. Genes influence virtually 
all human diseases, either by encoding abnormal 
proteins directly responsible for the disease, or 
by determining susceptibility to environmental 
agents that induce it. Two important techniques 
are studied in this work. The CRISPR-Cas9 
system and the creation of induced pluripotent 
stem cells (iPSC). The CRISPR-Cas9 system 
(Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats) has been outstanding due 
to its simplicity of handling in the laboratory and 
to allow the correction of genetic defects. The 
other technique aims at the use of hematopoietic 
stem cells, which have become an ideal target 
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for gene transfer. An example of this combination of gene therapy and stem cells would 
be the generation of gene transfer vectors for the creation of induced pluripotent stem 
cells (iPSC). Bioethics is always present to evaluate the risks of the procedures and the 
moral implications involved. The therapy is still experimental, but it has great potential 
and should have a great impact on all aspects of medicine. In this way, the objective 
of this work was to approach the gene therapy, its limitations, applications and future 
perspectives through literature review.
KEYWORDS: Gene therapy. CRISPR-Cas9, iPSC, Bioethics

1 | 	INTRODUÇÃO

A medicina moderna desenvolve importantes descobertas nas áreas de 
investigação destinadas ao desenvolvimento de novos paradigmas de tratamento 
para doenças ainda incuráveis. Entre elas, a expectativa de curar doenças genéticas 
ainda está sobre a identificação de genes responsáveis por sua patogênese e 
sobre o avanço das tecnologias de DNA recombinante, ou "engenharia genética", 
que permitem a manipulação do genoma de forma cada vez mais eficiente e segura 
(LINDEN, 2010).

A terapia gênica é uma área da engenharia genética que predomina em 
laboratórios de pesquisa de forma experimental. Desenvolve-se a possibilidade de 
correção de genes mutados ou modificações específicas que tenham como alvo o 
tratamento terapêutico (GONÇALVES; PAIVA, 2017). 

A engenharia genética é antiga, iniciando-se na década de 1970, com as 
primeiras enzimas de restrição, que cortavam o DNA/RNA em pontos estabelecidos, 
seguido de inserções de genes exógenos em bactérias E. coli com o objetivo de fabricar 
proteínas de interesse farmacológico, de forma pura, em quantidades industriais e 
a preços comparativamente acessíveis. Na atualidade, existem ferramentas mais 
precisas e confiáveis, cujo elemento central são pequenos fragmentos de RNA, 
especializados na degradação de sequências específicas de ácidos nucleicos 
(FAINTUCH, 2015). Por outro lado, a busca por novas formas terapêuticas também é 
um objetivo e a manipulação das ferramentas de edição genômica permite que seja 
possível grande flexibilidade para a busca por novos tratamentos (LISTIK; CARMO, 
2016). 

As ferramentas de edição genômica, como as nucleases programáveis, 
trouxeram grandes facilidades e inovações para engenharia genética. Busca-se, 
assim, aprimorar e enriquecer o arsenal de modelos de doenças, para que estas 
sejam melhor compreendidas e prevenidas (LISTIK; CARMO, 2016). 

A exemplo do que ocorre com toda nova tecnologia, a terapia gênica também 
tem levantado diversas discussões nos planos éticos e filosóficos. Discussões 
frequentes debatem sobre as propostas para a aprovação dos primeiros ensaios 
clínicos de terapia gênica a serem realizados durante a vida intrauterina ou ainda em 



Ciência, Tecnologia e Inovação: Desafio para um Mundo Global 3 Capítulo 3 20

células germinativas como forma de tratamento para doenças hereditárias (NARDI et 
al., 2002).

Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi abordar a terapia gênica descrevendo 
duas diferentes metodologias de engenharia genética, o sistema CRISPR-Cas9 e a 
criação de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC), enfatizando suas limitações, 
aplicações e perspectivas futuras por meio da revisão de literatura.

2 | 	DESENVOLVIMENTO

A habilidade de fazer modificações pontuais no genoma humano tem sido 
o objetivo da medicina desde o conhecimento do DNA como unidade básica da 
hereditariedade. Entende-se terapia gênica como a capacidade do melhoramento 
genético por meio da correção de genes alterados (mutados) ou modificações sítio-
específicas, que tenham como alvo o tratamento terapêutico.  Este tipo de procedimento 
tornou-se possível por conta dos avanços da genética e da bioengenharia, que 
permitiram a manipulação de vetores para a entrega do material extra-cromossomal 
em células-alvo (GONÇALVES; PAIVA, 2017). 

Os crescentes avanços na área da terapia gênica têm revolucionado a maneira 
de pensar sobre tudo o que nos rodeia, particularmente na área da saúde. O sistema 
CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) tem-se 
destacado devido à sua versatilidade e simplicidade de manuseamento em laboratório 
(RAMOS, 2016). 

O verbo crispar, tanto em português como espanhol, significa contrair 
nervosamente um músculo ou uma parte do corpo. Um ambiente crispado é um 
local tenso, estressado. Assemelha-se a recente metodologia “CRISPR/Cas9”, de 
manipulação e edição dos ácidos nucleicos, técnica copiada das bactérias que 
degradam seletivamente segmentos nucleotídicos ou rearranjam moléculas. As 
CRISPR podem ser traduzidas em pequenos fragmentos de RNA que se associam a 
proteínas específicas, as CRISPR associated proteins ou Cas, formando um complexo 
capaz de degradar o material genético invasor (RAMOS, 2016). 

Em bactérias como E.coli, a técnica se resume em inserir o gene de interesse na 
célula, a partir de um vetor ou carreador (FAINTUCH, 2015). A partir desde método, 
é utilizado um RNA guia (gRNA) curto que contém 20 nucleotídeos complementares 
à sequência de DNA. Quando o RNA guia se liga ao local alvo, a proteína Cas9 é 
recrutada para e induzir a dupla quebra na cadeia de DNA (OLIVEIRA, 2016). É 
possível utilizar nucleases programáveis para a realização de quebras direcionadas 
e intencionais no DNA, tais como as “dedo de zinco” (zinc fingers nucleases – ZFNs), 
as meganucleases ou nucleases teleguiadas (homing endonucleases – HEs), as 
nucleases efetoras do tipo ativadoras de transcrição (transcription activator-like 
effector nucleases – TALENs) e a nucleaseCas9 associada ao CRISPR (LISTIK; 
CARMO, 2016).
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A tecnologia em Conjunto de Repetições Palindrômicas Regularmente 
Espaçadas com Nuclease Associada 9 (CRISPR-Cas9), permitem a correção de 
defeitos genéticos (TORRES, PESSOA, 2018).

A terapia gênica está sendo estudada tanto em doenças hereditárias como 
adquiridas. O tratamento de doenças humanas através da transferência de genes 
foi originalmente direcionado para doenças hereditárias, causadas normalmente por 
defeitos em um único gene, como a fibrose cística, as hemofilias, hemoglobinopatias 
e distrofias musculares (NARDI et al., 2002).

Outra terapia gênica recente visa o uso de células-tronco hematopoiéticas, que 
têm se tornado ideais para a transferência gênica, devido ao elevado potencial de 
longevidade e a capacidade de autorrenovação. Um exemplo desta combinação de 
terapia gênica e células-tronco seria a geração de vetores de transferência gênica 
para a criação de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC), a fim de gerar a 
diferenciação das iPS e proporcionar um fenótipo adicional a partir desta célula 
derivada diferenciada (GONÇALVES; PAIVA, 2017). 

A descoberta das células-tronco pluripotentes induzidas (induced pluripotent stem 
cells – iPSCs) não apresenta os questionamentos éticos que envolvem as células-
tronco embrionárias e nem o risco de rejeição imunológica. Estas são derivadas 
de uma célula somática adulta, pela indução de uma manifestação "forçada" de 
certos genes. Adquirem propriedades características ás embrionárias, com relação 
a morfologia, proliferação, expressão de alguns genes, assim, concluindo que as 
iPSCs são molecularmente e funcionalmente similares as células tronco embrionárias 
(REIS, 2017). 

Pacientes com doença hepática crônica com infecção pelo vírus da hepatite 
(vírus da hepatite B e C), que requerem transplante hepático, podem ser passíveis do 
transplante de hepatócitos maduros ou derivados de iPS. Não só a transferência de 
genes pode ser necessária para converter células-tronco em hepatócitos, como as 
células transplantadas são suscetíveis de serem reinfectadas pelo vírus da hepatite, 
a transferência de um vetor codificando um “short hairpin” RNA, dirigido contra o 
vírus, constituiria às células transplantadas resistência ou ‘imunidade’ à reinfecção. 
As células resistentes podem repovoar o fígado ao longo do tempo e restaurar a 
função hepática normal (GONÇALVES; PAIVA, 2017).

A mesma foi integrada à Síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS; do inglês, Wiskott- 
Aldrich Syndrome), uma imunodeficiência primária (IDP) ligada ao cromossomo 
X, caracterizada por infecções recorrentes, hemorragias graves e autoimunidade. 
A WAS é causada por mutações no gene WAS, que comprometem a função ou a 
síntese da proteína WASP. Essa proteína é sintetizada em células hematopoéticas, 
onde integra diversos estímulos extracelulares para regulação dos filamentos de 
actina no citoesqueleto e sinalização celular, nesses casos, a indicação terapêutica 
é o transplante de células tronco e progenitora hematopoiéticas (CTPH) alogênico, 
obtidas de doador saudável, que propõe a reconstituição do sistema imunológico com 
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células saudáveis (MORAIS, 2017). O avanço científico representado pelas iPSCs 
resulta do acúmulo de conhecimento ao longo de cinco décadas de pesquisas. Em 
1962, John Gurdon demonstrou que a diferenciação celular não era um caminho de 
via única: ao transferir o núcleo de uma célula diferenciada de sapo para um ovócito 
anucleado, obteve um sapo completamente desenvolvido. Esse experimento também 
provou que as células somáticas não só retêm toda a informação genética, como 
rejuvenescem por manipulação artificial (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2013).

Em relação as questões éticas, a possibilidade de modificar geneticamente 
linhagens germinativas tem sido alvo de discussões acaloradas no campo da ciência. A 
bioética sempre esteve presente nas criações de técnicas novas, para avaliar os riscos 
do procedimento e as implicações morais envolvidas. Grande parte da comunidade 
científica aprova a terapia genética em células somáticas, principalmente quando se 
trata de doenças com desordens graves, como a fibrose cística e a distrofia muscular 
de Duchenne (GONÇALVES; PAIVA, 2017).

3 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS

As tecnologias de iPSCs e CRISPR-Cas9 permitem a obtenção de modelos 
celulares de edição gênica específicos ao paciente, tornando-as promissoras na 
pesquisa sobre novas abordagens terapêuticas em medicina regenerativa e terapia 
gênica. Entretanto, tais tecnologias ainda necessitam de aprimoramento para evitar 
alterações genômicas indesejadas, assim como de regulamentação jurídica, para 
coibir manipulação gênica humana desordenada. Os métodos de transferência gênica 
disponíveis, ainda que variados, são pouco eficientes e apresentam várias limitações 
quanto ao direcionamento celular, portanto, muitas barreiras ainda necessitam ser 
transpostas para que sejam alcançados resultados satisfatórios. 

Casos de sucessos nos tratamentos demonstram a viabilidade de tratamentos 
por terapia gênica, sendo uma forma alternativa para pacientes com doenças 
congênitas ou monogênicas.  A terapia gênica ainda necessita de mais estudos para 
consolidação da sua eficácia.  Futuramente veremos maior aplicação destas técnicas 
em estudos clínicos no campo da medicina. 
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