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Marasco, G.L. Fator de crescimento de hepat6citos como alvo para terapia
génica no tratamento da doenca arterial periférica. 2016. 45f. Dissertacdo
(Bacharelado em Biomedicina) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2016.

A doenca arterial periférica (PAD) € uma desordem cardiovascular que afeta de 3% a
10% da populacdo, podendo aumentar para 15% a 20% em pessoas acima de 70
anos. A aterosclerose é indicada como a principal causa da PAD. O estreitamento das
artérias pela formacéo de placas ateroscleréticas compromete o fluxo sanguineo para
os tecidos e, se o fluxo sanguineo se tornar insuficiente para manter a demanda
metabdlica tecidual, o paciente ira apresentar quadros de dores fortes, Ulceras e/ou
gangrena no membro afetado ocasionando a riscos de perda do membro ou até a
morte. Atualmente ndo ha tratamentos especificos para PAD, os tratamentos
farmacoldgicos existentes visam controlar os fatores de risco da doenga para impedir
sua progressao, quando ndo funcionam, o paciente € submetido a processos
cirirgicos de revascularizacdo, porém, 20% a 30% dos pacientes ndo podem ser
submetidos a tais processos e, com isso, sdo encaminhados para a amputacao do
membro. Dentre os pacientes encaminhados para amputacédo, 20% podem morrer
antes mesmo do procedimento. Por esses fatos este estudo teve como objetivo
analisar a terapia génica como uma forma de terapia especifica para PAD, para isso,
foram feitas pesquisas na base de dados Pubmed e na biblioteca Pe. Inocente
Radrizzani. A terapia génica seria uma boa alternativa para o tratamento da PAD, pois
pode induzir e/ou aumentar a neovascularizacdo do membro pela expressdo de
fatores angiogénicos, reestabelecendo seu fluxo sanguineo e sua funcionalidade. O
fator de crescimento de hepatécitos (HGF) é um importante fator pré-angiogénico,
capaz de estimular a formacdo de novos vasos sanguineos e consequentemente
aumentar o fluxo sanguineo. Em estudos pré-clinicos de terapia génica utilizando HGF
para o tratamento de PAD o grupo tratado mostrou uma melhora significante no fluxo
sanguineo e densidade capilar do membro isquémico quando comparados ao grupo
controle. Além dos resultados promissores dos estudos pré-clinicos, estudos clinicos
vém mostrando que a terapia génica utilizando HGF foi capaz de diminuir a area de
Ulceras, aumentar o indice tornozelo-braquial sugerindo um aumento na angiogénese
e diminuir a dor em descanso dos pacientes. Mesmo o0s resultados mostrarem
progresso na elaboracdo de uma terapia especifica para PAD, ainda s&o necessarios
mais estudos clinicos para comprovar sua eficacia terapéutica.

Palavras-chave: Doenca arterial periférica. DAP. Isquémia de membro.
Neovascularizacdo. Angiogénese. Vasculogénese. Arteriogénese. Terapia génica.
Vetores virais. Vetor retroviral. Vetor lentiviral. Vetor adenoviral. Vetores néo virais.
Vetor plasmidial. Entrega de genes. Fator de crescimento de hepatécitos. HGF.
Terapia génica utilizando HGF.



Marasco, G.L. Hepatocyte growth factor used in gene therapy for peripheral
artery disease. 2016. 45f. Dissertation (Bachelor's degree in Biomedicine) — Centro
Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2016.

Peripheral artery disease (PAD) is a cardiovascular disorder that affects 3% to 10% of
the population, reaching 15% to 20% in people above 70 years. Atherosclerosis is
indicated as principal cause of PAD. The narrowing of arteries by the formation of
atheroma plaques commits tissues irrigation and, if the blood flow turns up to be
insufficient for maintaining the metabolic tissue demand, the patient will present severe
pain, ulcers and/or gangrene on affected limb causing risks to amputate it or even
dying. Currently there are no specific treatments for PAD. Pharmacological treatments
available aim to control the risk factors of the disease to prevent its progression. If they
don’t work the patient is submitted to surgical revascularization process but 20% to
30% of these patients are not eligible for this surgical process and then they are
directed to amputation. Among the patients directed to amputation, 20% can die even
before the procedure. For these reasons this study had as objective to analyze the
gene therapy as a possible specific therapy for PAD. In order to do so researches were
made at Pubmed database and at Pe. Inocente Radrizzani library. Gene therapy would
be a good alternative for treatment of PAD because it could induce and/or increase
neovascularization in the limb by expressing angiogenic factors, reestablishing its
blood flow and its functionality. Hepatocyte growth factor (HGF) is an important pro-
angiogenic factor capable of stimulating the formation of new blood vessels and
consequently increase the perfusion ratio. In Pre-clinical studies of gene therapy using
HGF for the treatment of PAD the treated animal group showed significant
improvement on blood flow ratio and capillary density when compared with control
animal group. Besides the promising results showed in pre-clinical studies, clinical
studies have shown that gene therapy using HGF was capable of reducing ulcer’s area
size, increase ankle-brachial index suggesting an increase in angiogenesis and
decreasing the rest pain of the patients. Even though the results showed progress in
the development of a specific therapy for PAD, more clinical studies to strengthen its
therapeutic efficacy are necessary.

Keywords: Peripheral artery disease. PAD. Limb ischemia. Neovascularization.
Angiogenesis. Vasculogenesis. Arteriogenesis. Gene therapy. Viral vectors. Retroviral
vector. Lentiviral vector. Adenoviral vector. Non viral vectors. Plasmidial vector. Gene
delivery. Hepatocyte growth factor. HGF. Gene therapy using HGF.
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indice tornozelo-braquial (Ankle-brachial index)

Oxido nitrico sintase endotelial (Endothelial nitric oxide synthase)
Células progenitoras endoteliais (Endothelial progenitors cells)
Fator de crescimento de hepatdécitos (Hepatocyte growth factor)
Oxido nitrico (Nitric oxide)

Imunodeficiéncia combinada grave (Severe combined immunodeficiency

disease)
Fator 1 derivado do estroma (Stormal cell-derived factor 1)
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Fator de crescimento do endotélio vascular (Vascular endothelial growth
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1 INTRODUCAO

A doenca arterial periférica (do inglés, peripheral artery disease; PAD) € uma
doenca caracterizada pela obstrucdo de vasos sanguineos levando a uma diminuicao
do fluxo sanguineo. A PAD possui uma incidéncia de 3% a 10% da popula¢cdo mundial,
podendo aumentar para 15% a 20% em pessoas acima de 70 anos. O principal
responsavel pela obstrucdo dos vasos sanguineos na PAD é aterosclerose
(NORGREN et al., 2007).

A PAD pode ser dividida em trés grupos: isquemia crbnica de membro,
isquemia cronica critica de membro e isquemia aguda de membro (NORGREN et al.,
2007). A isquemia crénica de membro é caracterizada por dor, desconforto ou fadiga
em um grupo de musculos do membro quando em exercicio fisico que durante
pequenos intervalos de repouso, sdo amenizados. Esse quadro € denominado
claudicacéo intermitente e ocorre porque o fluxo sanguineo nos membros dessas

pessoas é inadequado para suprir a demanda metabdlica muscular envolvida no
exercicio (WHITE, 2007).

A isquemia cronica critica de membro ocorre quando a reducdo do fluxo
sanguineo resulta em um déficit na perfusdo do mesmo durante inatividade levando a
dores e les6es no membro durante inércia. Nessa situacdo o individuo possui risco de
perder o membro se o fluxo sanguineo ndo for reestabelecido em tempo habil
(DEWEESE; LEATHER; PORTER, 1993).

Isquemia aguda de membro é caracterizada pelo surgimento de uma rapida ou
repentina diminuicdo na perfusdo do membro de modo a ameacgar a viabilidade do
mesmo, fazendo com que o individuo sinta uma dor subita e progressiva. A isquemia
aguda pode ser causada por embolia, trombose ou reestenose pos-revascularizacéo
(NORGREN et al., 2007).

Atualmente os tratamentos para PAD séo independentes do tipo de isquemia,
eles sdo baseados no controle das doencas de base e dos fatores de risco e séo feitos
basicamente pela utilizacdo de antiagregantes plaquetédrios e anticoagulantes.

Procedimentos cirdrgicos sdo mais recomendados para casos mais graves da doenga,



mas em 20% a 30% dos pacientes esses procedimentos ndo sao factiveis, sendo a
amputacao a Unica alternativa (MCCANN; JAFF, 2009).

Ha trés mecanismos de formacdo de vasos: vasculogénese, angiogénese e
arteriogénese. A vasculogénese é o processo de formacao de vasos a partir de células
precursoras endoteliais, como os angioblastos, e tem como caracteristica a formacéao
de uma rede primitiva de vasos pela migracdo dessas células precursoras para
lugares distintos. A vasculogénese geralmente acontece durante o desenvolvimento
embrionario, mas hoje sabe-se que ela ocorre também na fase adulta a partir de

células precursoras endoteliais presentes da medula 6ssea (TAKAHASHI et al., 1999).

A angiogénese se refere a formacao de vasos a partir de vasos pré-existentes,
principalmente por um mecanismo denominado brotamento (CONWAY; COLLEN;
CARMELIET, 2001). Sua ocorréncia se deve a resposta aos fatores de crescimento e
certos estimulos como hipdxia, isquemia, inflamacédo e estimulos fisicos (HO et al.,
2005).

A arteriogénese € o remodelamento de vasos ja existentes incorporando os
pericitos e células musculares lisas fazendo com que esses vasos ganhem
estabilidade, aumento de diametro e propriedades contrateis e elasticas
(CARMELIET, 2000). Esse processo em conjunto com angiogénese e vasculogénese
possui papel importante na formacédo da circulacdo colateral, mecanismo muito
importante ap0s oclusdes de artérias (SCHAPER; ITO, 1996), porém,
fisiologicamente, a arteriogénese possui um papel mais relevante do que os outros,
pois seus vasos formados possuem um diametro maior (SCHOLZ; CAl; SCHAPER,
2001). Esses trés mecanismos sdo ativados e coordenados pelos fatores de

crescimento, citocinas e quimiocinas conforme a necessidade fisiologica.

Existem diferentes formas desses fatores de crescimento serem entregues aos
pacientes, como por exemplo, a terapia génica. A terapia génica visa a entrega de
acidos nucleicos terapéuticos para o paciente e tem como objetivo aumentar ou inibir
a expressao de certos genes e de suas respectivas proteinas, com isso, a terapia
génica possui um amplo espectro de doencas em que se pode ser usada, pois

independem do seu carater etiolégico ou genético.

Desde o primeiro estudo clinico de terapia génica realizado em 1990 para tratar

imunodeficiéncia combinada grave (do inglés, severe combined immunodeficiency
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disease; SCID) com o vetor retroviral carreando o gene adenosina deaminase, 0
namero de protocolos clinicos utilizando terapia génica tem aumentado

continuamente.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Revisar terapias génicas utilizando HGF para doenca arterial periférica.

2.2  Objetivos especificos

Revisar:

e Sobre a doenca arterial periférica.

¢ As diferentes formas de neovascularizagao.

¢ As terapias existentes para doenca arterial periférica.
e Os vetores utilizados em terapia génica.

¢ Os meétodos de entrega de vetores nao virais.

e Sobre o fator de crescimento de hepatdcitos.

e Sobre os estudos pré-clinicos e clinicos utilizando HGF para o tratamento
de doenca arterial periférica.

11
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3 METODOLOGIA

Foi realizada uma reviséo bibliografica narrativa. Para isso, foi realizado um
levantamento bibliografico na base de dados Pubmed e na biblioteca Pe. Inocente
Radrizzani. Os descritores utilizados serao: Peripheral artery disease. PAD. Limb
ischemia. Neovascularization. Angiogenesis. Vasculogenesis. Arteriogenesis.
Gene therapy. Viral vectors. Retroviral vector. Lentiviral vector. Adenoviral vector.
Non viral vectors. Plasmidial vector. Gene delivery. Hepatocyte growth factor. HGF.

Gene therapy using HGF.



13

4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Doenca arterial periférica

A doenca arterial periférica (do inglés, peripheral artery disease; PAD) € uma
desordem cardiovascular caracterizada pelo estreitamento de artérias periféricas com
consequente obstrucdo de vasos sanguineos e reducdo do aporte sanguineo para
regido, principalmente dos membros inferiores (BELCH et al., 2003; STEHOUWER et
al., 2009). Clinicamente, a reducéo do fluxo sanguineo para o membro isquémico pode
ser tanto assintomatica como sintomatica. Quando sintoméatica, o paciente pode
apresentar caimbras e/ou dor no membro durante exercicio, e, em casos mais graves,
0 paciente também pode apresentar dor em repouso e dano tecidual (CONTE et al.,
2015; MASCARENHAS et al., 2014; PATEL et al., 2015).

De acordo com recentes diretrizes da Associacdo Americana do Coracao (AHA-
American Heart Association), a aterosclerose € indicada como a principal causa da
PAD sendo que, apesar dos membros inferiores serem preferencialmente afetados,
pode também acometer as artérias periféricas dos membros superiores, cabeca,
estdbmago e rins (COOKE; CHEN, 2015).

A reducédo do fluxo sanguineo no membro pode ser parcial ou total. Quando
parcial, o fluxo arterial mantém aporte sanguineo suficiente para viabilidade celular.
Caso o fluxo sanguineo diminua muito, podera acarretar na morte dessas células. No
caso de isquemia parcial, o paciente pode ser assintomatico ou apresentar dores
durante a caminhada, condi¢cdo conhecida como claudicacéo intermitente (PATEL et
al., 2015). Quando a obstrucdo é total, o fluxo sanguineo para o tecido torna-se
insuficiente, impedindo a manutencao da integridade tecidual. A forma mais grave de
obstrucdo recebe o nome de isquemia cronica critica de membro, onde nem os
mecanismos compensatorios, como formacao de vasos colaterais, consegue suprir a
demanda nutritiva do membro e com isso 0s pacientes apresentam intensa dor em
repouso, Ulceras e/ou gangrena (ARONOW, 2004; BAPTISTA-SILVA, 2004;
MASCARENHAS et al., 2014).

A PAD possui uma incidéncia de 3% a 10% da populacdo, podendo aumentar
para 15% a 20% em pessoas acima de 70 anos. Possui 500 a 1000 novos casos por
milh&o de habitantes a cada ano na Europa e na Ameérica do Norte (NORGREN et al.,

2007). O “Projeto Coragdes do Brasil”, realizado nas grandes regides urbanas do pais,
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mostrou uma incidéncia para a PAD de 10,5% (MAKDISSE et al., 2008) e em Séao
Paulo essa incidéncia € de 36,4% em individuos acima de 75 anos (MAKDISSE et al.,
2007). Além da idade, foi visto que os homens possuem duas vezes mais chance de
desenvolver a doenga do que as mulheres (CRIQUI; ABOYANS, 2015).

O desenvolvimento da PAD possui alguns fatores de risco, dentre eles
podemos destacar fumo, diabetes, hipertenséo e hiperlipidemia. O fumo é o fator de
risco que mais contribui para o desenvolvimento da doenca sendo que, em paciente
fumantes, a incidéncia triplica em relacdo a pacientes ndo fumantes (CRIQUI;
ABOYANS, 2015). Posteriormente, o segundo maior fator de risco € o diabetes. Foi
visto que um aumento de 1% de hemoglobina glicada (HbAlc) corresponde a um
aumento de 26% na incidéncia da doenca. Em paciente com diabetes, a PAD é mais
agressiva e possui um progresso mais acelerado do que em pacientes ndo diabéticos,
refletindo um maior indice de amputacdo do membro nesses pacientes
(THIRUVOIPATI; KIELHORN; ARMSTRONG, 2015). Em terceiro lugar, tem-se a
hipertenséo: na populacdo hipertensa, 6,9% dos pacientes apresentam PAD. Outro
fator de risco € a hiperlipidemia, onde cada 10mg a mais no total de colesterol
corresponde a um aumento de 5% a 10% na probabilidade de desenvolver essa
doenca (CRIQUI; ABOYANS, 2015). Apesar de existirem mecanismos fisiol6gicos de
compensacdo, como 0 aumento de vasos colaterais tanto em namero como em
diametro na tentativa de promover uma revascularizacdo, estudos clinicos e pré-
clinicos indicam que essa revascularizacao é insuficiente para recuperacéo total do
membro afetado em individuos com PAD (ARONOW, 2004; MUKHERJEE; EAGLE,
2010). Atualmente nado existe tratamento especifico para a PAD, sendo, 0s
tratamentos existentes, voltados para controle dos fatores de risco para diminuir o

indice de amputacdo do membro.

O tratamento pode ser tanto por meio da mudanca de habitos como
farmacologico. As mudancas de habito envolvem o controle e/ou cessamento do
tabagismo, aumento de atividades fisicas e reducdo da ingestdo de alimentos ricos
em lipideos e carboidratos. No tratamento farmacolégico, sdo utilizadas drogas anti-
hipertensivas e/ou terapias utilizando antiagregantes plaquetérios e vasoativos. O uso
dos inibidores da ECA (enzima conversora de angiotensina) mostrou diminuicdo em
22% eventos cardiovasculares em pacientes com PAD. Outra forma existente de

melhorar a qualidade de vida do paciente e prevenir a amputacdo do membro € a
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intervencao cirurgica, como por exemplo, a angioplastia (SCHULTE; KIESELBACH,;
VON STRANDMANN, 2015).

No entanto, 20% a 30% dos pacientes com isquemia crénica critica ndo podem
passar pelo tratamento de revascularizacdo e, quando as terapias farmacologicas
e/lou as técnicas de revascularizacdo sédo ineficientes, esses pacientes sao
encaminhados para amputa¢céo do membro (LAWALL; BRAMLAGE; AMANN, 2010).
Dentre os pacientes encaminhados para amputacdo, 20% podem morrer antes
mesmo do procedimento (ANNEX, 2013; NORGREN et al., 2007; SINGH et al., 1996;
VAN ROYEN et al., 2001). Por esses motivos, o0 estudo de novas formas de terapia é

essencial.

4.2 Neovascularizagcéo

A neovascularizacdo € um processo imprescindivel para o reparo de lesfes,
tendo papel importantissimo para conter a progressdo da isquemia tecidual
(HERSHEY et al., 2001).

Quando se fala de neovascularizagdo em individuos adultos, os trés conceitos
principais sdo vasculogénese, angiogénese e arteriogénese, 0s quais possuem
funcdes diferentes dentro de um processo integrado fundamental para o reparo
tecidual pos-isquémico (ASAHARA et al., 1997; LIMAN; ENDRES, 2012; VAN WEEL
et al., 2008)

4.2.1. Vasculogénese

A vasculogénese é um processo caracterizado pelo surgimento de novos vasos
a partir de células progenitoras endoteliais (do inglés, endothelial progenitor cells;
EPCs) e angioblastos. Acreditava-se que este processo ocorria somente durante a
fase embrionaria; porém, o fato de individuos adultos possuirem EPCs circulantes
sugere que a vasculogénese também pode ocorrer durante a fase adulta (ASAHARA
et al., 1997).

Atualmente sabe-se que as EPCs presentes na circulacao do individuo adulto
sdo oriundas da medula 6ssea (TEPPER et al., 2005) ou da reserva tecidual local
(FANG et al., 2012). Além de serem capazes de migrar para o tecido-alvo, essas

células tém capacidade de diferenciarem-se em células endoteliais funcionais
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(ASAHARA; KAWAMOTO, 2004; CARMELIET, 2003). Em condicdes fisiologicas
normais, o numero de EPCs circulante € relativamente pequeno, sendo um total de
0,01% das células circulantes (KHOO; POZZILLI; ALISON, 2008). No entanto, esse
nuimero aumenta expressivamente quando ocorre um trauma vascular ou devido a
hipoxia tecidual (ADAMS et al., 2004).

As EPCs encontram-se na medula 6ssea e sdo mobilizadas para circulagéo
periférica sob estimulo e modulag&o por diversas moléculas. Dentre elas, podemos
citar o fator 1 derivado do estroma (do inglés, stromal cell-derived factor 1; SDF-1a)
(ASAHARA; KAWAMOTO, 2004; BALAJI et al., 2013). O SDF-1a é um fator
guimiotatico que estimula a adeséo de EPCs, por aumentar a expressao de integrinas
e ativar metaloproteinases (MMP9), por meio do receptor CXCR4, Assim, a migracao
das células da medula éssea para circulacdo periférica é estimulada (CERADINI et
al., 2004; DE FALCO et al., 2004; TILLING; CHOWIENCZYK; CLAPP, 2009). Ap6s
um evento isquémico, por exemplo, essas células sdo mobilizadas da medula 6ssea
para o tecido afetado onde atuardo diretamente ou indiretamente na promoc¢ao da
vasculogénese (BALAJI et al., 2013). Neste caso, as EPCs contribuem indiretamente
qguando atuam de forma paréacrina, liberando fatores angiogénicos como o proprio
SDF-1a e 6xido nitrico (do inglés, nitric oxide; NO), por exemplo (CAIADO et al., 2008;
LANDMESSER et al.,, 2004). Também podem atuar de maneira direta, quando
diferenciam-se em célula endoteliais maduras e, consequentemente, incorporam-se a
parede dos vasos (Figura 1) (SUKMAWATI et al., 2016).
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Figura 1 — Processo de vasculogénese. O tecido isquémico libera citocinas que atuam na
ativacdo e mobilizacao das células progenitoras endoteliais da medula 6ssea para o sangue
periférico e tecidos, onde participam da formacdo de novos vasos sanguineos. Essa
participacdo deve-se a capacidade das EPCs de produzirem citocinas angiogénicas e de se
incorporarem em vasos sanguineos pré-existentes.

vascu Iogénese Libera&iq de citocinas -

COOoROO O

Medula dssea

Mobilizagao

Fonte: Adaptado de (COOKE; LOSORDO, 2015)

4.2.2. Angiogénese

A angiogénese, também chamada de neovascularizacdo, é caracterizada pelo
crescimento de novos capilares a partir de vasos pré-existentes (ANNEX, 2013;
DRAGNEVA; KORPISALO; YLA-HERTTUALA, 2013). O principal estimulo para a
angiogénese em portadores da doenca arterial periférica € a hipoxia, que estimula a
liberacdo de fatores pré-angiogénicos no tecido isquémico, como o fator de
crescimento do endotélio vascular (do inglés, vascular endothelial growth factor;
VEGF) (Figura 2) (HEIL et al., 2006; WAHLBERG, 2003). Os vasos recém formados
contribuem para o suprimento de oxigénio e nutrientes no tecido isquémico e
devolvem a funcionalidade do membro afetado pela isquemia (DRAGNEVA,
KORPISALO; YLA-HERTTUALA, 2013).
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Figura 2 — Processo de angiogénese. O tecido isquémico libera fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) em resposta a hipoxia.

.Tecido isquémico g VEGF

Fonte: Adaptado de (COOKE; LOSORDO, 2015)

O processo de angiogénese segue uma sequéncia coordenada de eventos que
requerem o aparecimento temporal de células e de moléculas especificas (LIEKENS;
DE CLERCQ; NEYTS, 2001). Quando h& um estimulo desencadeador da resposta
angiogénica, primeiramente ocorre a alteracdo na adesao entre células endoteliais
adjacentes e entre estas e pericitos (células perivasculares que envolvem 0s vasos
sanguineos) (SCHLINGEMANN et al., 1991). As células endoteliais ativadas
produzem novas moléculas, como enzimas responsaveis pela degradacao da matriz
extracelular e da membrana basal (MOSES, 1997; STETLER-STEVENSON, 1999).
Em seguida, as células migram para o sitio de origem do estimulo angiogénico e
formam pequenos capilares. Posteriormente, as células endoteliais proliferam. Esse
processo leva ao alinhamento destas células e a formacédo do lumen tubular do vaso
(Figura 3) (ANNEX, 2013; BUSSOLINO; MANTOVANI; PERSICO, 1997; PAPETTI,
HERMAN, 2002).
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Figura 3 — Esquema ilustrando a sequéncia de eventos desencadeados em um
processo angiogénico. A isquemia tecidual leva a liberacdo de fatores de crescimento
vascular responsaveis pela ativacao das células endotelias, quando ativadas, liberam enzimas
gue degradam a matrix extracelular possibilitando sua migracao, proliferacdo e a formacéo de
Nnovos vasos.
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Durante o processo de maturacdo e estabilizacdo do novo vaso, uma nova
membrana basal é produzida pela producdo e depdsito de novos componentes da
matriz extracelular. Somado a isso, 0s pericitos migram para o local do vaso recém-
formado onde, ap0s se associarem a superficie das células endoteliais, exercem
funcdes para prover suporte estrutural e contribuir para o controle do crescimento
deste. Os vasos recém-formados conectam-se a outros vasos, Novos ou pré-
existentes, reestabelecendo o fluxo sanguineo. Os novos vasos podem permanecer

ou sofrer regressdo, caso ndo sejam mais necessarios (BECK; D’AMORE, 1997;

GRIFFIOEN; MOLEMA, 2000).
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4.2.3. Arteriogénese

A arteriogénese promove o desenvolvimento de vasos colaterais a partir de
arteriolas pré-existentes, processo denominado crescimento de novo (HEIL et al.,
2006). O desenvolvimento de vasos colaterais também ocorre pelo remodelamento
de ramos arteriais pouco perfundidos (SCHAPER, 2009) e €, principalmente
estimulado, por forcas mecéanicas e/ou pelo processo inflamatério. Em casos de
pacientes com PAD, esses processos poderiam ajudar na recuperacéo da perfuséo
sanguinea (DEINDL et al., 2001; SCHAPER; SCHOLZ, 2003; TROIDL; SCHAPER,

2012; VAN ROYEN et al., 2001a).

A arteriogénese € caracterizada pelo remodelamento de ramos arteriais pouco
perfundidos. O estimulo inicial é o estresse de cisalhamento, que leva a um aumento
do calibre de vasos a partir da estimulagdo da migragédo e proliferagdo de células
endoteliais e murais (Figura 4). Neste contexto, o endotélio é ativado por forcas
mecanicas e comeca a produzir quimiocinas, fatores de crescimento, 0xido nitrico
sintase (do inglés, endothelial nitric oxide synthase; eNOS) e moléculas de adeséao,
como ICAM-1 e VCAM, as quais favorecem o recrutamento de leucdcitos para regiao
isquémica, principalmente mondcitos (SCHOLZ et al., 2003). No tecido, 0s mondcitos
se diferenciam em macrofagos e produzem fatores de crescimento que estimulam a
proliferacdo de células endoteliais e murais, levando ao aumento do diametro de
vasos colaterais pré-existentes (CAl; SCHAPER, 2008; SCHAPER; SCHOLZ, 2003).
Quando a arteriogénese ocorre pelo processo de novo, o surgimento de vasos
colaterais é consequéncia da migracdo e proliferacdo de células endoteliais e de
musculatura lisa da parede de arteriolas pré-existentes, formando uma nova rede
arteriolar. Por esse motivo, esse processo € considerado analogo a angiogénese,
diferindo apenas que ocorre a partir de arteriolas (HEIL; SCHAPER, 2007).
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Figura 4 — Processo de arteriogénese. A obstrugcédo do vaso gera um aumento no estresse
de cisalhamento, estimulando a arteriogénese. Com isso, haverd aumento do calibre dos
vasos préximos, com o objetivo de reestabelecer o fluxo sanguineo adequado.

Arteriogénese

Obstrugao
Estresse de cisalhamento

Fonte: Adaptado de (COOKE; LOSORDO, 2015)

Apo6s a obstrucdo do fluxo sanguineo arterial, a forca de cisalhamento ativa o
endotélio, promovendo a liberacdo de NO que, por sua vez, atua nas células da
musculatura lisa, levando-as ao relaxamento e consequente vasodilatagédo arterial.
Além disso, também h& o estimulo das células endoteliais para produzirem VEGF
(ANDO; YAMAMOTO, 2009; EGGINTON, 2011; HUDLICKA; BROWN, 2009).

Em modelos animais foi mostrado que o processo de arteriogénese promove 0
aumento de 2 a 20 vezes o diametro de arteriolas pré-existentes (VAN ROYEN et al.,
2001). Um estudo mostra que esse processo pode restaurar a condicdo vascular
normal em animais isquémicos que sofreram oclusdo da artéria femoral (CAI;
SCHAPER, 2008). Esse dado corrobora a observacao clinica, onde uma porcentagem
muito pequena de pacientes com PAD sdo assintomaticos para isquemia por terem
formado uma nova rede de vasos, 0 que permitiu suprir as necessidades do tecido
(Figura 5) (DIEHM et al., 2007).
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Figura 5 — Angiografia mostrando o remodelamento da rede vascular ap6és obstrugéo
da artéria femoral. Angiografia feita por ressonancia magnética com contraste. A seta grossa
indica a obstrucéo da artéria femoral e a seta fina mostra a artéria femoral profunda. A figura
mostra a diferenca entre a artéria femoral profunda normal (lado direito) e a que sofreu
remodelamento apds obstrucéo da artéria femoral (lado esquerdo).

Fonte: (ANNEX, 2013)

4.3 Terapia génica

A terapia génica seria uma boa opcdo de tratamento para PAD, pois pode
induzir e/ou aumentar a neovascularizacdo no membro isquémico, reestabelecendo o
fluxo sanguineo e devolvendo sua funcionalidade. Ela tem como objetivo a
transferéncia de genes exdgenos para 0 paciente, que pode amplificar ou inibir a
atividade de genes e suas proteinas. Desta forma, a terapia génica pode ser aplicada
para a maioria das doencas, independentemente do seu carater etioldgico, genético
ou adquirido (HAN., 2007).

Existem dois tipos de técnicas utilizadas na terapia génica: a germinativa, que
se caracteriza pela integracdo de genes exdgenos ao genoma das células
germinativas, e, dessa forma, as mudancas induzidas pela terapia seriam herdadas
pelas préximas geracdes (MATTHEWS; CURIEL, 2007), e a somatica, onde os genes
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séo transferidos para as células sométicas do paciente, e as mudangas ndo séo

herdadas por geracdes futuras (BANK, 1996).

Para garantir que o gene seja inserido na célula alvo (processo chamado de
“entrega” do gene), deve ser utilizado um carreador de molécula denominado vetor
(GARDLIK et al., 2005). O vetor ideal deve ser especifico, capaz de entregar genes
do tamanho necessario para a terapia em questao, passar despercebido pelo sistema
imune e ser produzido e purificado em grandes quantidades com o menor preco
possivel. Apds introduzido no paciente, ndo deve gerar alergias nem resposta
inflamatéria e deve expressar 0 gene pelo tempo necessério para chegar ao efeito
desejado (MISRA, 2013).

A terapia génica pode ser dividida em dois tipos: ex vivo e in vivo. Na ex vivo,
células sédo coletadas do paciente e mantidas in vitro. Entdo, os vetores séo utilizados
para a entrega do gene (tranfeccdo do gene). Apos transfeccdo, as células séo
reintroduzidas no paciente para que produzam a proteina necessaria para combater
a doenca. Na in vivo, os vetores sdo introduzidos no paciente para que a transfeccao
ocorra em seu préprio organismo (Figura 6) (ROMANO; PACILIO; GIORDANO, 1999).
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Figura 6 — Terapia génica ex vivo e in vivo. Na terapia ex vivo, células sao coletadas,
transfectadas e expandidas in vitro e entdo devolvidas para o paciente. J4 na terapia in vivo,
o vetor € injetado diretamente no paciente e a transfeccdo ocorre em seu proprio organismo.
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Fonte: Adaptado de (COLLINS; THRASHER, 2015)

Existem diversos tipos de vetores que podem ser classificados em dois grandes
grupos: vetores virais e ndo virais. Os vetores virais sdo provenientes de virus
geneticamente modificados, onde os genes patogénicos sdo removidos e 0 gene que
deve ser expresso nas células é inserido. Dessa forma, o virus perde sua capacidade
patogénica e adquire a funcéo de carrear e entregar material para as células alvo
(WALTHER; STEIN, 2000).

Os retrovirus foram os primeiros utilizados como vetores na terapia genica.
Esses possuem genoma de RNA, convertido em DNA dupla fita devido a acédo da
enzima transcriptase reversa. O material viral € integrado a sequéncia no DNA
gendmico da célula devido a acdo da enzima integrasse (MISRA, 2013). Apesar de 0s
retrovirus serem usados em terapias genicas até os dias de hoje, eles apresentam
alguns problemas. O principal deles é que o virus pode integrar seu genoma em

gualquer regido do DNA da célula hospedeira, podendo gerar uma mutagénese
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insercional, caso interrompa algum outro gene. Caso a integracao ocorra dentro da
sequéncia de um gene relacionado a divisdo celular, pode-se culminar com a
formacdo de um tumor (BAUM et al.,, 2003).0s vetores lentivirais sdo muito
semelhantes aos retrovirais, porém sdo preferidos quando o objetivo da terapia
envolva transfeccdo de células com baixo poder replicativo. Isso ocorre devido sua
caracteristica de infectar tanto células em divisdo quanto células que ndo estejam em
divisdo(LEWIS; HENSEL; EMERMAN, 1992; WEINBERG et al., 1991).

Os adenovirus, por sua vez, sdo uma classe de virus com genoma composto
por duas fitas de DNA e geralmente sdo responsaveis pela gripe comum. A diferenca
principal em relacdo aos retrovirus e lentivirus € que, durante infec¢éo, seu genoma
nao € integrado ao DNA do hospedeiro. Uma vez que o genoma do adenovirus esta
dentro do nucleo, os genes de seu DNA comecam a ser transcritos como qualquer
outro gene e, pelo fato de ndo ocorrer integracdo, problemas relacionados a esse
processo ndo sdo mais observados. Porém, esse tipo de vetor possui maior facilidade
de ser reconhecido pelo sistema imune do hospedeiro, e as grandes quantidades de
virus necessdrias para o tratamento podem gerar uma resposta inflamatéria
indesejavel (MISRA, 2013; VORBURGER; HUNT, 2002).

Tendo em vista as desvantagens dos vetores virais, 0s pesquisadores
comecaram a procurar alternativas mais seguras para entrega dos genes exdgenos,
e, com isso, 0s vetores ndo virais ganharam foco. O vetor plasmidial € um DNA dupla
fita circular, extra cromossdmico, capaz de se autorreplicar. Geralmente sao
compostos por sequéncias procariotas e eucariotas. A origem de replicacdo e gene
de resisténcia a antibidtico sdo sequéncias procariotas responsaveis pela amplificacéo
do vetor em bactérias. As eucariotas, por sua vez, sao responsaveis pela expressao
do transgene em células eucariotas e sao constituidas por sequéncia de
poliadenilacdo, promotor e gene de interesse inserido no sitio de multipla clonagem.
(Figura 7) (PRAZERES; MONTEIRO, 2014).
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Figura 7 — Principais caracteristicas do vetor plasmidial. O vetor plasmidial possui
sequéncias procariotas e eucariotas. As procariotas sdo compostas por: origem de replicacéo,
promotor procarioto e gene de resisténcia a antibidtico. As eucariotas, por sua vez, sado
compostas por: promotor eucarioto, sitio de poliadenilagdo e gene exdgeno inserido no sitio
de multipla clonagem.
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Fonte: Adaptado de (GeneArt™ Plasmid Construction Service, Thermo Fischer Scientific,
2016)
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A entrega desses plasmideos para o nucleo das células do paciente, com subsequente
expressao do transgene, € uma etapa critica no processo da terapia (PRAZERES, 2011). No
entanto, essa entrega € dificultada porque as moléculas de DNA encontram uma série de
barreiras até sua chegada no nucleo, como capilares, espacos intersticiais, fluidos corporais,
citoplasma, fagdcitos mononucleares, componentes sanguineos, pH acido, plasma e
endonucleases celulares, membranas celulares, endossomos, lisossomos e poros nucleares
estreitos (GRIGSBY; LEONG, 2010; NISHIKAWA; HUANG, 2001). Dessa forma, a eficiéncia
da terapia € dependente de métodos de entrega adequados para superar essas barreiras e
garantir que uma quantidade significativa de plasmideo chegue no ndcleo e expresse o gene

de interesse.

Os métodos de entrega do plasmideo foram surgindo e sendo aprimorados com o
passar do tempo. Inicialmente, os plasmideos eram injetados diretamente no musculo
juntamente com uma solugao salina (WOLFF et al., 1990). Porém, mesmo sendo um método

simples, barato e seguro, a eficiéncia de expressao do transgene era inferior em comparacéao
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com outras metodologias de entrega (WOLFF; BUDKER, 2005). Essa baixa eficiéncia pode
ser melhorada pela formacdo de campos magnéticos gerados por pulsos de alta energia, via
eletroporacao. Esses campos magnéticos desestabilizam a membrana celular e forcam a
passagem dos plasmideos carregados negativamente pelos poros e pelo citoplasma (DENET;
VANBEVER; PREAT, 2004; ESCOFFRE et al., 2009). Outros autores associam a entrada dos
plasmideos pela membrana desestabilizada por difuséo passiva (CHIARELLA et al., 2008) ou

pela formacao de vesiculas que sédo endocitadas (FAURIE et al., 2010).

O método de bombardeamento de particulas é um dos mais efetivos de entrega para
células e tecidos, sendo utilizado um dispositivo denominado gene gun. Uma vez que o
dispositivo é acionado, gases sao pressurizados, propulsionando os plasmideos que estdo
associados as microparticulas metalicas para o 6rgdo ou tecido alvo. As microparticulas
ejetadas penetram na pele e atravessam a membrana, citoplasma e nucleo das células. Como
microparticula, o ouro tem sido o metal mais utilizado na prética clinica (DEAN; FULLER;
OSORIO, 2003; DEAN; HAYNES; SCHMALJOHN, 2005; VILLEMEJANE; MIR, 2009).

Existem técnicas que associam os plasmideos a lipideos catibnicos e polimeros. A
metodologia é baseada na interag&o eletrostatica entre os plasmideos e os lipideos catibnicos
(TEMPLETON et al., 1997) ou polimeros (FARRELL et al.,, 2007). Como resultado dessa
interacdo, os plasmideos condensam e adquirem um tamanho muito menor do que 0s nao
associados e 0 envelope catidnico formado favorece a sua internalizacdo por fagocitose
(PRAZERES; MONTEIRO, 2014). Diferente das metodologias descritas anteriormente,
guando os plasmideos sdo associados a micro e nanoparticulas, sua liberacdo ocorre
gradualmente e de forma duradoura no tecido (ARAL; AKBUGA, 2003; BASARKAR et al.,
2007; JONES et al., 1997). As particulas carregadas com plasmideos podem ser injetadas
por via subcutanea ou intramuscular, sendo fagocitadas por macrofagos e/ou células
dendriticas e transportadas para o linfonodo, onde os plasmideos serdo gradualmente
liberados (SINGH et al., 2000).

Apesar de a entrega dos plasmideos ser uma etapa crucial da terapia, a escolha do
transgene é tdo importante quanto. No caso de uma terapia génica para doenca arterial
periférica, é ideal a escolha de genes que estdo de alguma forma relacionados com a
neovascularizacdo, para que quando entregues ao paciente, consigam formar uma nova rede

sanguinea, capaz de voltar a suprir a demanda metabdlica do membro afetado.
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4.4  Fator de crescimento de hepatécitos

O fator de crescimento de hepatdcitos (do inglés, hepatocyte growth factor;
HGF) foi primeiramente descrito por sua capacidade de promover intensa proliferacéo
de hepatécitos (NAKAMURA; TERAMOTO; ICHIHARA, 1986). E um dimero composto
por uma subunidade-a (69kDa) e uma subunidade- (34kDa) ligadas por uma ligagao
dissulfeto (NAKAMURA; MIZUNO, 2010) e seu receptor € denominado c-Met. Este é
composto por uma cadeia-a de 50kD e uma cadeia-f de 145kD (BOTTARO et al.,
1991) e é expresso por células endoteliais, musculo liso e células progenitoras
endoteliais (WOJAKOWSKI et al., 2004). A cadeia-a é extracelular enquanto que a
cadeia-f é uma subunidade transmembrana contento um dominio tirosina quinase
intracelular. A ligacao entre HGF e c-Met leva a fosforilagdo do dominio intracelular e
resulta em uma série de atividades biologicas diferentes, incluindo atividades
mitogénicas, motogénicas, morfogénicas, angiogénicas e anti-apoptoéticas
(BIRCHMEIER; GHERARDI, 1998; NAKAMURA, 1991) (Figura 8).
Figura 8 — Interagéo entre HGF e c-Met. Quando ha ligagéo entre o fator de crescimento de

hepatécitos (HGF) e seu receptor, c-Met, podemos observar atividades mitogénicas,
angiogénicas, morfogénicas, motogénicas e anti-apoptoticas.
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Fonte: Adaptado de (NAKAMURA; MIZUNO, 2010)
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Dentre outros fatores, o HGF € um importante fator pré-angiogénico capaz de
estimular a formacdo de novos vasos sanguineos e aumentar o fluxo sanguineo
(BUSSOLINO et al., 1992; GRANT et al., 1993). Sua caracteristica angiogénica se
deve a sua acgéo direta ou indireta em células endoteliais e células da musculatura
lisa. O HGF esta relacionado com a diminui¢cdo de apoptose (NAKAGAMI et al., 2000,
2001; YAMAMOTO et al.,, 2001) e aumento de proliferacdo e migracdo de células
endoteliais. Esse aumento é observado quando o HGF induz a liberacdo de VEGF-A
por células da musculatura lisa (VAN BELLE et al., 1998), que, por sua vez, aumenta
a permeabilidade vascular (WEIS; CHERESH, 2005) gerando edema e também esta
relacionado com o aumento da expressao de moléculas de adesdo (NG; ADAMIS,
2005), o que pode levar a uma inflamacao exacerbada. Por outro lado, o HGF diminui
a permeabilidade vascular e a expressao de moléculas de adeséo pelo endotélio
(BIRUKOVA et al., 2009; LIU et al., 2002; SINGLETON et al., 2007), e, com isso, 0S

efeitos adversos do VEGF-A estardao compensados.

Os mecanismos por tras da interacdo entre o HGF e as células da musculatura
lisa ndo foram totalmente elucidados; porém, durante angiogénese, o0 HGF possui
papel importante na estabilizacdo de vasos recém-formados. Ele medeia a interacéo
de angiopoietina com seu receptor (Tie2), recrutando células de musculatura lisa para
as células endoteliais e auxiliam no processo de maturacao vascular (KOBAYASHI et
al., 2006). Devido a suas propriedades angiogénicas, o HGF tem sido amplamente

estudado como tratamento de doenca arterial periférica.

Em modelos animais, a terapia génica usando HGF e vetor palsmidial
demonstrou eficacia em aumentar significativamente a angiogénese (HAYASHI et al.,
1999; HIRAOKA et al., 2003; KOIKE et al., 2003; MORISHITA et al., 1999). Primeiro,
os efeitos angiogénicos da terapia génica com HGF foram analisados em modelos
animais de isquemia de membro. Os animais que receberam o tratamento com o vetor
plasmidial contendo o0 HGF humano mostraram um aumento significativo no fluxo
sanguineo e da densidade capilar nos membros isquémicos quando comparados com
os animais controle (TANIYAMA et al., 2001) (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito do tratamento utilizando HGF no nimero de vasos por milimetro
cubico de musculo dos camundongos. Essa figura mostra o0 aumento do nimero de vasos
nos musculos dos camundongos tratados 5 semanas ap0és tratamento em comparacdo ao
grupo controle.
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Fonte: Adaptado de (TANIYAMA et al., 2001)

Tendo em vista os resultados promissores em modelos animais, estudos
clinicos utilizando HGF humano e vetores plasmidiais foram iniciados. O vetor utilizado
nesses estudos, pVAXI, foi especialmente elaborado para fins clinicos (MIYAZAWA et
al.,, 1993). Atualmente, cinco estudos clinicos foram completados, os quais
mobilizaram um total de 207 pacientes com PAD nos Estados Unidos e Japao
(SUZUKI et al., 2016).

Powell e colaboradores (2008) foram os primeiros a conduzirem um estudo
clinico nessa area. Esse estudo mostrou que a injecao via intramuscular do plasmideo
€ segura para o tratamento de pacientes com PAD e mostrou um aumento da perfusao
do membro isquémico quando realizada a medida transcutanea da pressao parcial de

oxigénio (do inglés, transcutaneous oxygen pressure; TcPO2) (Figura 10).
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Figura 10 — Medida transcuténea da pressdao parcial de oxigénio (TcPOz) pré-tratamento,
3 e 6 meses. Essa figura mostra o aumento da medida transcutanea da pressao parcial de
oxigénio(TcPO,) observado no grupo de pacientes tratados com a dose alta 6 meses apos
tratamento. *p < 0,05 vs pré-tratamento. Os dados estdo mostrados como média + erro da
média.
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Fonte: Adaptado de (POWELL et al., 2008)

Devido aos resultados promissores, uma nova etapa do estudo foi iniciada para
melhor avaliagcdo do tratamento. Powell e colaboradores (2010), no segundo estudo,
recrutaram pacientes que possuiam claudicacédo intermitente para avaliar novamente
a seguranca do tratamento, avaliar a capacidade do tratamento de aumentar a
perfusdo do membro e de melhorar a cicatrizagcdo de feriadas. Os pacientes
selecionados foram separados em dois grupos, um grupo recebeu o placebo e o outro
grupo recebeu 4mg do plasmideo codificando HGF humano por via intramuscular nos
dias 0,14 e 28. Os pacientes foram acompanhados durante 11 meses. Apos 6 meses
os pacientes tratados com HGF mostraram melhora significante no indice tornozelo-
braquial (do inglés, ankle-brachial index; ABI) quando comparados ao grupo placebo
(Figura 11).
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Figura 11 — indice tornozelo-braquial pré-tratamento, 3 e 6 meses pds tratamento. Essa
figura mostra o aumento do indice tornozelo-braquial (ABI) no grupo tratado com fator de
crescimento de hepatdcitos (HGF) enquanto que o grupo placebo mostrou piora no ABI. Apds
6 meses, os resultados ja foram estatisticamente significativos. * p = 0,047.
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Fonte: Adaptado de (POWELL et al., 2010)

Utilizando a escala visual analdgica (do inglés, visual analogue scale; VAS)
para avaliar a dor em descanso, 0s autores mostraram ainda que o grupo tratado com
HGF teve uma VAS menor do que a apresentada no comec¢o do estudo enquanto que
0 grupo placebo obteve uma VAS maior do que a apresentada no comeco do estudo
(Figura 12).
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Figura 12 — Alteracdo do nivel de dor em descanso pré-tratamento, 3 meses e 6 meses
apos tratamento. A figura retrata as alteracdes no nivel da dor em descanso quando medidas
pela escala visual analégica (VAS) no grupo tratado e no grupo placebo nos tempos pré-
tratamento, 3 meses e 6 meses pos-tratamento. * p <0,04.
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Fonte: Adaptado de (POWELL et al., 2010)

Os dados da ABI, somados aos dados da VAS, suportam o conceito de que a
terapia génica utilizando HGF é capaz de manter a perfusdo do membro e reduzir a

dor em descanso.

No mesmo ano, outro grupo publicou um os resultados de um estudo clinico
com terapia génica utilizando HGF (SHIGEMATSU et al., 2010). Nesse, 0 gene
também foi injetado via intramuscular nos membros afetados; porém, o principal
objetivo do grupo foi observar a acao da terapia na regeneracdo de Ulceras geradas
pela isquemia. A area das Ulceras foi medida semanalmente e, apds 12 semanas de
acompanhamento foi possivel observar que o grupo tratado mostrou maior

cicatrizacdo quando comparados ao grupo placebo (Figura 13).
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Figura 13 — Alteracdo no tamanho das Ulceras isquémicas. A figura mostra a alteracdo no
tamanho das Ulceras isquémicas ao longo do tempo. As setas indicam as aplicacbes do
plasmideo codificando fator de crescimento de hepatécitos (HGF).
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Fonte: Adaptado de (SHIGEMATSU et al., 2010).

Esses dados mostram que a terapia génica utilizando HGF foi eficaz no

tratamento de Ulceras isquémicas e o grupo relata que a terapia foi bem tolerada pelos

pacientes, indicando que a terapia é segura.

Por fim, um grupo japonés publicou dois estudos clinicos sobre terapia génica

utilizando HGF. No primeiro, foi testada a seguranca e a viabilidade da transferéncia

do plasmideo codificando HGF e, avaliou seu potencial terapéutico (MORISHITA et

al., 2011). No segundo, acompanhou-se 0s pacientes do primeiro estudo durante 2

anos pos tratamento (MAKINO et al., 2012).

Apos dois anos, os pacientes mostraram uma melhora significativa no ABI, na

dor em descanso medida por VAS e na cicatrizacdo de Ulceras. Nao houve diferenca

significativa quando medida a distancia maxima de caminhada (Figura 14).
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Figura 14 — Avaliacdo do indice tornozelo-braquial, da dor em descanso, do tamanho
da Ulcera e da distancia maxima de caminhada ap6s dois anos de tratamento. A,
mudancgas do indice tornozelo-braquial. B, dor em descanso medida pela escala visual
analégica. C, tamanho das maiores Ulceras. D, maxima distancia de caminhada.
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Fonte: Adaptado de (MAKINO et al., 2012)

Com esses resultados, 0s pesquisadores mostram que a terapia é segura,
viavel e com potencial terapéutico para o tratamento da doenca arterial periférica.
Porém, ainda é necesséario avaliar o tratamento em um maior nimero de pacientes e

avaliar mais especificamente sua funcionalidade.
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5 CONCLUSAO

A terapia génica pode ser uma alternativa para o tratamento de pacientes com doenca
arterial periférica onde a entrega de transgenes especificos, capazes de induzir e/ou
aumentar a neovascularizacdo no membro afetado pode reestabelecer o fluxo
sanguineo do mesmo. Estudos clinicos de terapia génica com fator de crescimento de
hepatdcitos na doenca arterial periférica tém mostrado resultados promissores, onde
vé-se um aumento no indice tornozelo-braquial e uma reducdo na dor em descanso e
na area de Ulceras dos membros afetados. Em conjunto, esses resultados mostram
gue a terapia foi capaz de devolver, mesmo que parcialmente, o fluxo sanguineo
minimo para que a demanda metabdlica tecidual fosse suprida. Porém, novos estudos
clinicos, com maior niumero de participantes, sdo necessarios para comprovar a

eficacia terapéutica e a seguranca dessa terapia.
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