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Terapia Genética I

Fábio Terabe
Residente em Cirurgia Oncológica, Hospital do Câncer A.C. Camargo

O princípio básico da terapia gênica é a transferência de material genético 
(transgene) que confere efeito terapêutico direto, através do produto do 
transgene, ou indireto, como por exemplo, através da ativação de uma 
pró-droga.1  Dentre as formas de terapia gênica estão: a inserção de genes 
funcionais em células com genes defeituosos; a alteração fenotípica da célula 
para torná-la antigênica e a inserção de gene estranho a célula para torná-la 
susceptível a outras terapias.

O primeiro relato de terapia gênica ocorreu nos Estados Unidos em 1989. 
Em 1990, foi aprovado o primeiro estudo clínico utilizando um gene funcional 
(tratamento da deficência de adenosina deaminase). Até maio de 2000, 
segundo dados do NIH e do FDA, foram desenvolvidos 464 estudos clínicos 
com terapia gênica, a maioria de Fase I, sendo 62% relacionados ao tratamento 
do câncer.2,3

A terapia genética pode ser realizada no nível somático ou germinativo. 
A terapia genética somática envolve a modificação do genoma somente nas 
células somáticas. A terapia genética germinativa envolve a alteração de 
todas as células do organismo. Apesar da terapia germinativa  ser usada 
experimentalmente, ainda não está disponível para seres humanos.4

A terapia gênica envolve as seguintes etapas:

üPesquisa básica em genética molecular;

üdiagnóstico clínico;

ücomprovação e complementação do diagnóstico clínico pelo diagnóstico 
molecular;

üconstrução dos vetores;

üteste in vitro e in vivo para avaliar a eficiência e a segurança dos vetores; 

üprodução dos vetores;

üaplicação clínica e avaliação dos resultados.
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Continuação 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 inserção 
de DNA de forma ilimitada; ser facilmente produzido; ser direcionado 
para tipos específi cos de células; não permitir a replicação autônoma 
de DNA; permitir expressão gênica prolongada e não ser tóxico ou 
imunogênico. 

A transfecção de DNA na célula pode ser obtida através de 
vários métodos físicos ou químicos, geralmente são métodos pouco 
efi cientes. Dentre os métodos físicos estão a microinjeção direta 
(DNA/plasmídeo); a eletroporação in situ (uma alteração no campo 
elétrico leva a alteração da permeabilidade da membrana, permitindo 
a introdução do DNA) e a injeção balística de DNA (com a utilizaçào 
de partículas de ouro ou tungstênio). Os métodos químicos envolvem 
a utilização de vetores lipossomais associados ao DNA; fostato de 
cálcio e dextran.1

A utilização de vetores virais (transdução) é um método geralmente 
mais efi ciente. Uma vez na célula, o vírus utiliza o metabolismo celular 
para completar o ciclo de replicação.1

Para utilização de vetores virais é necessária a deleção de regiões 
genômicas dispensáveis para a introdução dos genes terapêuticos. 
A manipulação do genoma do vírus deve levar sua incapacitação de 
replicação no hospedeiro.1

Os vetores virais  utilizados são: retrovírus, lentivírus, adenovírus, 
vírus adeno-associado e o herpes vírus. Os retrovírus são utilizados 
em diversos estudos clínicos e foram os primeiros a serem utilizados 
na terapia gênica. Este vetor tem uma integração estável ao genoma 
do hospedeiro, entretanto, requer replicação celular. Os lentivírus 
são membros da família retrovírus e não necessitam de replicação 
celular. Tem sido utilizados em modelos animais para o tratamento de 
doenças como as mucopolissacaridoses, a leucodistrofi a e a doença de 
Parkinson. 
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Os vetores adenovirais também não necessitam 
de replicação do DNA e permitem a inserção de 
grandes quantidades de DNA. Possui tropismo 
para tecidos neurais e respiratórios. Apresentam 
algumas desvantagens: tem uma expressão 
transitória (inferior a quatro semanas) e levam a 
respostas imunes. Os vetores adeno-associados 
necessitam de outro vírus para infectar a célula e 
podem carregar grande quantidade de transgene. 
Esses vetores têm tropismo por uma grande 
variedade de tecidos (SNC, fígado, pulmão, 
sistema vascular e hematopóietico), entretanto, 
pode ocorrer replicação viral incontrolada. Têm 
sido utilizados no tratamento da hemofilia B. 
Finalmente, o vírus do herpes simples possui 
um tropismo para células neurais e tem maior 
capacidade de carregamento de DNA.1,2,4 

Métodos de introdução do vetor no 
hospedeiro

Após a incorporação do DNA ao vetor é 
necessário introduzi-lo no hospedeiro. Existem 
métodos realizados ex vivo e in vivo. O método 
ex vivo é realizado com a coleta das células alvo, 
tranferência do gene e transplante das células no 
hospedeiro. Neste método, tanto o tipo de célula 
transformada, como as condições do ambiente, 
são definidas. O método in vivo consiste na 
introdução do vetor diretamente no hospedeiro. 
Apesar de possuir maior facilidade técnica, o 
método in vivo não permite controle das células 
transformadas, o que pode levar a alteração de 
células indesejadas. O primeiro estudo clínico 
utilizando o método in vivo foi para o tratamento 
da fibrose cística.4
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Figura 1. Convertendo vírus em vetor. a - diagrama esquemático de um vetor viral; b - um pacote contendo genes de  
proteínas estruturais e de proteínas que são necessárias para replicação do genoma do vetor é introduzido na célula. 
Genes patogênicos e seqüências necessárias para a formação do capsídeos são eliminadas. 
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Conseqüências adversas e 
obstáculos 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 proteína ou ao vetor. A 
resposta imune a proteína pode ocasionar sua 
inativação 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 notório 
de resposta imune ao vetor ocorreu em 1999, 
quando um paciente de 18 anos que participava 
de um estudo clínico relacionado ao tratamento 
de uma deficiência de omitina transcarbamilase, 
foi a óbito por uma resposta inflamatória 
sistêmica. Esta reação foi atribuída ao vetor, um 
adenovírus.5

Outra conseqüência adversa da utilização de 
vetores virais na terapia gênica é a recombinação 
do genoma viral com seqüências do hospedeiro, 
o que pode levar a reativação, com replicação 
viral, e conseqüentemente destruição celular.5

A mutagênese causada pela integração 
viral é uma outra posssível conseqüência 
adversa, apesar de Thomas et al5 considerarem 
que o risco do desenvolvimento de câncer 
ser desprezível, uma vez que o câncer é 
resultado de múltiplas mutações. Em 2002 foi 
descrito o desenvolvimento de uma doença 
linfoproliferativa leukemia-like em crianças 
que participavam de um estudo clínico para o 
tratamento de uma imunodeficiência severa.5

Um dos maiores obstáculos à terapia genética 
é a farmacocinética. Dentre os fenômenos que 
devem solucionados estão: a distribuição do 
vetor; a fração do vetor captada pelas células-
alvo; o tráfego do material genético nas 
organelas celulares; a taxa de depuração ou 
degradação do DNA; o nível e a estabilidade 
do mRNA e da proteína que são produzidos; a 
compartimentalização intracelular da proteína e 
a destinação da proteína.

Além desses fatores, o direcionamento 
do transgene para as células-alvo é um outro 
obstáculo para a eficiência da terapia genética. 
O aumento da eficiência do vetor viral em 
infectar células específicas pode resultar na 
redução de respostas imunes devido a redução 
na quantidade necessária de vetor para atingir 
o efeito terapêutico. Algumas técnicas têm sido 
empregadas para aumentar o direcionamento do 
transgene: pseudotyping (alteração no tropismo do 
vetor pela substituição de proteínas receptoras), 
utilização de anticorpos bi-específicos e alteração 
dos genes do capsídeo.5
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