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O principio bésico da terapia génica é a transferéncia de material genético
(transgene) que confere efeito terapéutico direto, através do produto do
transgene, ou indireto, como por exemplo, através da ativacdo de uma
pro-droga.! Dentre as formas de terapia génica estdo: a insercdo de genes
funcionais em células com genes defeituosos; a alteracao fenotipica da célula
para tornéa-la antigénica e a insercdo de gene estranho a célula para torna-la

susceptivel a outras terapias.

O primeiro relato de terapia génica ocorreu nos Estados Unidos em 1989.
Em 1990, foi aprovado o primeiro estudo clinico utilizando um gene funcional
(tratamento da deficéncia de adenosina deaminase). Até maio de 2000,
segundo dados do NIH e do FDA, foram desenvolvidos 464 estudos clinicos
com terapia génica, a maioria de Fase I, sendo 62% relacionados ao tratamento

do cancer.??

A terapia genética pode ser realizada no nivel somatico ou germinativo.
A terapia genética somética envolve a modificagdo do genoma somente nas
células somaticas. A terapia genética germinativa envolve a alteracdo de
todas as células do organismo. Apesar da terapia germinativa ser usada

experimentalmente, ainda nao esta disponivel para seres humanos.*
A terapia génica envolve as seguintes etapas:
v'Pesquisa basica em genética molecular;
v'diagnostico clinico;

v'comprovagdo e complementacdo do diagnostico clinico pelo diagndstico

molecular;
v construcao dos vetores;
v'teste in vitro e in vivo para avaliar a eficiéncia e a seguranca dos vetores;
v'producdo dos vetores;

vaplicacao clinica e avaliacdo dos resultados.
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Continuacao Terapia Genética I
Escolha do vetor

A escolha do vetor é um aspecto fundamental da terapia genética. O
vetor ideal deve preencher os seguintes requisitos: permitir a insergao
de DNA de forma ilimitada; ser facilmente produzido; ser direcionado
para tipos especificos de células; ndo permitir a replicacdo autonoma
de DNA; permitir expressao génica prolongada e ndo ser téxico ou

imunogénico.

A transfeccdo de DNA na célula pode ser obtida através de
varios métodos fisicos ou quimicos, geralmente sio métodos pouco
eficientes. Dentre os métodos fisicos estdo a microinjecdo direta
(DNA/plasmideo); a eletroporagdo in situ (uma alteragdo no campo
elétrico leva a alteragdo da permeabilidade da membrana, permitindo
a introducdo do DNA) e a injecado balistica de DNA (com a utilizagao
de particulas de ouro ou tungsténio). Os métodos quimicos envolvem
a utilizacdo de vetores lipossomais associados ao DNA; fostato de

célcio e dextran.!

A utilizacao de vetores virais (transdugdo) é um método geralmente
mais eficiente. Uma vez na célula, o virus utiliza o metabolismo celular

para completar o ciclo de replicacao.!

Para utilizagdo de vetores virais é necesséria a delecdo de regides
genodmicas dispensaveis para a introducdo dos genes terapéuticos.
A manipulacdo do genoma do virus deve levar sua incapacitacao de

replicagdo no hospedeiro.!

Os vetores virais utilizados sdo: retrovirus, lentivirus, adenovirus,
virus adeno-associado e o herpes virus. Os retrovirus sdo utilizados
em diversos estudos clinicos e foram os primeiros a serem utilizados
na terapia génica. Este vetor tem uma integracdo estavel ao genoma
do hospedeiro, entretanto, requer replicacdo celular. Os lentivirus
sdo membros da familia retrovirus e ndo necessitam de replicagao
celular. Tem sido utilizados em modelos animais para o tratamento de
doencas como as mucopolissacaridoses, a leucodistrofia e a doenca de

Parkinson.
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Continuacgao Terapia Genética I

Osvetoresadenoviraistambémnaonecessitam
de replicagdo do DNA e permitem a insercdo de
grandes quantidades de DNA. Possui tropismo
para tecidos neurais e respiratorios. Apresentam
algumas desvantagens: tem uma expressao
transitdria (inferior a quatro semanas) e levam a
respostas imunes. Os vetores adeno-associados
necessitam de outro virus para infectar a célula e
podem carregar grande quantidade de transgene.
Esses vetores tém tropismo por uma grande
variedade de tecidos (SNC, figado, pulmao,
sistema vascular e hematopdietico), entretanto,
pode ocorrer replicagao viral incontrolada. Tém
sido utilizados no tratamento da hemofilia B.
Finalmente, o virus do herpes simples possui
um tropismo para células neurais e tem maior

capacidade de carregamento de DNA.">*

Métodos de introducdo do vetor no
hospedeiro

Ap6s a incorporacdo do DNA ao vetor é
necessario introduzi-lo no hospedeiro. Existem
métodos realizados ex vivo e in vivo. O método
ex vivo é realizado com a coleta das células alvo,
tranferéncia do gene e transplante das células no
hospedeiro. Neste método, tanto o tipo de célula
transformada, como as condi¢cdes do ambiente,
sdo definidas. O método in vivo consiste na
introducao do vetor diretamente no hospedeiro.
Apesar de possuir maior facilidade técnica, o
método in vivo ndo permite controle das células
transformadas, o que pode levar a alteracdao de
células indesejadas. O primeiro estudo clinico
utilizando o método in vivo foi para o tratamento

da fibrose cistica.*
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Figura 1. Convertendo virus em vetor. a - diagrama esquematico de um vetor viral; b - um pacote contendo genes de
proteinas estruturais e de proteinas que sdo necessarias para replicagdo do genoma do vetor é introduzido na célula.
Genes patogénicos e seqiiéncias necessarias para a formacao do capsideos sao eliminadas.
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Conseqliéncias adversas e
obstaculos da terapia genética

Um dos grandes problemas da terapia
genética é a resposta do sistema imune do
hospedeiro. A resposta imune pode ser
direcionada a nova proteina ou ao vetor. A
resposta imune a proteina pode ocasionar sua
inativacdo ou pode levar a uma resposta auto-
imune aos tecidos transduzidos. A resposta
imune ao vetor é dependente da dose do vetor e
da variabilidade individual. O caso mais notério
de resposta imune ao vetor ocorreu em 1999,
quando um paciente de 18 anos que participava
de um estudo clinico relacionado ao tratamento
de uma deficiéncia de omitina transcarbamilase,
foi a obito por uma resposta inflamatoria
sistémica. Esta reacao foi atribuida ao vetor, um

adenovirus.®

Outra consequiéncia adversa da utilizagdao de
vetores virais na terapia génica é a recombinacao
do genoma viral com seqiiéncias do hospedeiro,
o que pode levar a reativagdo, com replicagdo

viral, e conseqiientemente destruicao celular.’

A mutagénese causada pela integracdo
viral é uma outra posssivel conseqiiéncia
adversa, apesar de Thomas et al’> considerarem
que o risco do desenvolvimento de céancer
ser desprezivel, uma vez que o cancer é
resultado de multiplas muta¢des. Em 2002 foi
descrito o desenvolvimento de uma doenca
linfoproliferativa leukemia-like em criangas
que participavam de um estudo clinico para o

tratamento de uma imunodeficiéncia severa.®

Um dos maiores obstaculos a terapia genética
é a farmacocinética. Dentre os fendmenos que
devem solucionados estdo: a distribuicao do
vetor; a fragdo do vetor captada pelas células-
alvo; o trafego do material genético nas
organelas celulares; a taxa de depuragdo ou
degradacao do DNA; o nivel e a estabilidade
do mRNA e da proteina que sdao produzidos; a
compartimentalizagdo intracelular da proteina e

a destinacdo da proteina.

Além desses fatores, o direcionamento
do transgene para as células-alvo é um outro
obstaculo para a eficiéncia da terapia genética.
O aumento da eficiéncia do vetor viral em
infectar células especificas pode resultar na
reducdo de respostas imunes devido a reducdo
na quantidade necessaria de vetor para atingir
o efeito terapéutico. Algumas técnicas tém sido
empregadas para aumentar o direcionamento do
transgene: pseudotyping (alteragdono tropismo do
vetor pela substituicao de proteinas receptoras),
utilizagdo de anticorpos bi-especificos e alteracao

dos genes do capsideo.’
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