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Abstract Gene therapy is a medical interven-
tion that involves modifying the genetic mate-
rial of living cells to fight disease. Genes influ-
ence virtually every human disease, either by
encoding for abnormal proteins, which are di-
rectly responsible for the disease, or by causing
a susceptibility to environmental agents which
induce it. Gene therapy is still experimental,
and is being studied in clinical trials for many
different types of diseases. The development of
safe and effective methods of implanting nor-
mal genes into the human cell is one of the most
important technical issues in gene therapy. Al-
though much effort has been directed in the last
decade toward improvement of protocols in hu-
man gene therapy, and in spite of many con-
siderable achievements in basic research, the
therapeutic applications of gene transfer tech-
nology still remain mostly theoretical. The po-
tential for gene therapy is huge and likely to
impact on all aspects of medicine.

Key words Viral and nonviral vectors, Gene
therapy protocols, Gene transfer

Resumo Terapia génica é um procedimento
médico que envolve a modificagdo genética de
células como forma de tratar doencas. Os ge-
nes influenciam praticamente todas as doen-
¢as humanas, seja pela codificacao de protei-
nas anormais diretamente responsaveis pela
doenca, seja por determinar suscetibilidade a
agentes ambientais que a induzem. A terapia
génica é ainda experimental, e esta sendo es-
tudada em protocolos clinicos para diferentes
tipos de doengas. O desenvolvimento de méto-
dos seguros e eficientes de transferéncia génica
para células humanas é um dos pontos mais
importantes na terapia génica. Apesar do gran-
de esforgo dirigido na ultima década para o
aperfeicoamento dos protocolos de terapia gé-
nica humana, e dos avangos importantes na
pesquisa basica, as aplicagdes terapéuticas da
tecnologia de transferéncia génica continuam
ainda em grande parte teéricas. O potencial
da terapia génica é muito grande, devendo ain-
da causar grande impacto em todos os aspec-
tos da medicina.

Palavras-chave Vetores virais e ndo-virais,
Protocolos de terapia génica, Transferéncia gé-
nica
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A possibilidade de descri¢do genética do ho-
mem representa talvez o Gltimo nivel de uma
busca de autoconhecimento que teve inicio ha
milénios. A primeira etapa é representada pe-
los grandes fil6sofos da Antiguidade, que bus-
cavam identificar a relagdo do homem com o
universo. O segundo e terceiro grandes passos
foram dados no século passado, quando Char-
les Darwin colocou o ser humano em perspec-
tiva na escala evolutiva e Sigmund Freud reve-
lou seu interior psiquico. Nos Ultimos cem anos,
6rgdos, tecidos, células e seus componentes fo-
ram revelados com um grande nivel de deta-
Ihamento. Quarenta anos ap6s a descoberta da
estrutura do DNA por James Watson e Francis
Crick, concluimos a primeira etapa do conhe-
cimento humano ao nivel molecular, que per-
mite a identificacdo genética Unica de cada in-
dividuo.

O conhecimento dos genes responsaveis
por caracteristicas normais ou patoldgicas per-
mite a plena aplicacdo dos principios da medi-
cina gendmica, que devera modificar os proce-
dimentos médicos no diagndstico e tratamento
de varias doencas e onde se inclui a terapia gé-
nica. Os principios desta nova metodologia en-
volvem a introducéo, no paciente portador de
doencas genéticas ou outras, de genes respon-
saveis por proteinas que poderdo ser benéficas.
Em doencas causadas por mutag6es génicas, a
introdugdo de um gene normal podera reverter
o0 quadro clinico; em uma ampla gama de ou-
tros tipos de doencas, células geneticamente
modificadas poderdo ativar mecanismos de de-
fesa naturais do organismo (como o sistema
imune) ou produzir moléculas de interesse te-
rapéutico.

A terapia génica idealmente visaria substi-
tuir um gene defeituoso por um gene normal.
A remocdo de um gene do organismo é, entre-
tanto, algo muito dificil de ser realizado, e des-
necessario na maioria das vezes. Assim, 0s pro-
cedimentos envolvem, em geral, a introdugéo
do gene de interesse, que deve ser completa-
mente conhecido.

O gene de interesse (também chamado de
transgene) é transportado por um vetor e esta
contido em uma molécula de DNA ou RNA
que carrega ainda outros elementos genéticos
importantes para sua manutencéo e expressao.
As formas de transferéncia deste vetor conten-
do o gene sdo muito variadas. Em primeiro lu-
gar, € importante definir se é mais apropriado
introduzir o gene diretamente no organismo
(in vivo) ou se, alternativamente, células serdo

retiradas do individuo, modificadas e depois
reintroduzidas (ex vivo). Conforme detalhado
a seguir, algumas das formas de transferéncia
utilizam virus, dos quais os principais sdo 0s
retrovirus, os adenovirus e os virus adeno-as-
sociados. Outras formas de transferéncia in-
cluem a injecdo direta do gene no organismo,
bem como métodos utilizando principios fisi-
cos (biolistica, eletroporagdo) ou quimicos (li-
pofeccdo). A avaliagdo do sucesso do procedi-
mento envolve a analise da manutencao de ex-
pressdo do gene nas células transformadas e a
correcdo da doenca.

Um dos tipos celulares mais visados pela te-
rapia génica séo as células chamadas tronco do
organismo. Estas células s&o mantidas durante
toda a vida do individuo, e apresentam a pro-
priedade de poder originar multiplas linhagens
de células maduras. As células-tronco hemato-
poiéticas, por exemplo, originam todas as célu-
las do sangue, de modo que a introducédo nelas
de um gene terapéutico garante que muitos ti-
pos celulares diferentes expressem este gene e
produzam a proteina de interesse. Outra abor-
dagem da terapia génica, bem como de outras
formas de manipulagdo genética, pode envol-
ver células-tronco embrionérias. Estas células
apresentam maior potencial que as células-tron-
co do adulto, ja que delas se originam n&o ape-
nas alguns, mas sim todos os tipos de células
que compdem o organismo. Além disso, as cé-
lulas-tronco do adulto sdo muitas vezes dificeis
de serem localizadas in vivo e manipuladas in
vitro, 0 que ndo acontece com as embrionérias.
A utilizac8o de células-tronco embrionérias,
entretanto, depende da destruicdo de um em-
brido, em uma fase extremamente precoce de
desenvolvimento (poucos dias). As questdes
éticas, que se impdem imperativamente frente
as inumeras possibilidade de utilizagdo destas
informac0es, sdo especialmente pertinentes ao
se tratar das células-tronco embrionérias.

Vetores de transferéncia génica

Apesar do acumulo de conhecimento sobre a
constituicdo genética do homem e as metodo-
logias para a manipulacdo génica, a aplicacdo
da terapia génica como uma rotina clinica tem
esbarrado em diversos problemas de ordem
técnica. Assim, é importante que mais esforgos
sejam aplicados na pesquisa e desenvolvimento
de novos procedimentos, bem como no apri-
moramento dos métodos disponiveis até 0 mo-



mento. Nesta secdo discutiremos um dos ele-
mentos mais importantes no estabelecimento
de um protocolo de terapia génica, que é a uti-
lizacdo de vetores visando & efetiva correcdo de
patologias com base molecular.

Transferéncia génica é um termo que inclui
todos os procedimentos que visam a entrada de
algum material genético (na forma de DNA,
RNA ou oligonucleotideos) em células-alvo. Os
agentes utilizados para esta entrada sdo conhe-
cidos como vetores, palavra que vem do latim
vector — significando “aquele que entrega” O
vetor ideal possui algumas caracteristicas alta-
mente desejaveis, entre as quais podemos des-
tacar as seguintes: capacidade de acomodacéo
de um transgene de tamanho ilimitado, baixa
imunogenicidade e citotoxicidade, expresséo
estavel do transgene, direcionamento para ti-
pos especificos de células ou tecidos, baixo cus-
to, fécil producgdo e manipulacdo e ainda possi-
bilidade de regular a expressédo do gene exdge-
no no tempo e/ou na quantidade. Até o presen-
te momento, este vetor ndo pode ainda ser ob-
tido. No entanto, entre as alternativas disponi-
veis, podemos sempre escolher aquele que me-
Ihor se adapte as caracteristicas terapéuticas
desejadas no tratamento.

O material genético a ser utilizado em ex-
perimentos de transferéncia génica é mais co-
mumente encontrado em duas formas: na for-
ma plasmidial, onde um gene de interesse é in-
serido em um plasmidio de expresséo eucario-
ta, promovendo assim a sintese da proteina de-
sejada nas células ou tecidos alvos, ou na forma
viral, onde o transgene substitui regies géni-
cas de certos virus. Estas sequéncias virais sdo
quase sempre as responsaveis pela patogenici-
dade nos hospedeiros. Assim, nestes vetores vi-
rais, o virus ao ser modificado é atenuado e in-
capaz de causar qualquer quadro patoldgico. O
material genético a ser introduzido também
pode ser encontrado em algumas outras for-
mas, como uma sequéncia de DNA linearizada
(pouco util pela baixa estabilidade na célula, j&
que este este tipo de material é facilmente de-
gradado por nucleases citoplasmaticas) ou um
oligonucleotideo. Além deste, DNA mitocon-
drial ou mesmo cromossomos artificiais (Har-
rington et al., 1997) ja foram estudados. Tais
formas sdo ainda pouco empregadas, mas pos-
suem um potencial de aplicagdo no futuro.

Os métodos de transferéncia génica sdo ge-
ralmente divididos em trés categorias: métodos
fisicos (o transgene é introduzido de maneira
mecénica na células), métodos quimicos (o ve-

tor é alguma substancia de origem quimica) e
métodos bioldgicos (emprego de organismos
que naturalmente possuem a capacidade de
transferir material genético, como os virus ou
algumas bactérias). A escolha do método a ser
empregado é feita de acordo com a patologia, a
célula ou tecido-alvo, o tamanho e tipo de trans-
gene a ser expresso e o tempo e quantidade de
expressdo que se deseja obter, entre outros fa-
tores. Atualmente, os métodos virais s&o 0s mais
amplamente utilizados, mas as demais aborda-
gens também possuem aplicac@es significativas.

Os métodos fisicos sdo utilizados para in-
troducdo principalmente de plasmidios em cé-
lulas, j& que o DNA transferido por esses méto-
dos encontra-se preferencialmente nesta forma
(Dani, 1999). Um dos métodos mais antigos, e
com menor utilizagdo préatica até hoje, é o da
microinjec8o. Este sistema consiste na introdu-
¢do de uma pequena quantidade de DNA dire-
tamente no nucleo da célula-alvo com o auxi-
lio de um aparelho denominado micromani-
pulador. Apesar de algumas vantagens, como a
pequena quantidade de DNA necessario, este
método ndo alcangou sucesso porque o nime-
ro de células que pode ser transformado é ge-
ralmente muito baixo. Além disso, a operacao
de um micromanipulador é muito delicada e
requer pessoal treinado e especializado. Em al-
guns tecidos, a inje¢do direta de DNA na forma
plasmidial (método conhecido com injecdo de
DNA nu) com o auxilio de uma seringa mos-
trou algum sucesso na transferéncia génica pa-
ra um ndmero limitado de células. As vanta-
gens deste sistema s&o a facilidade de aplicacéo
e a simplicidade, embora um ndmero muito
pequeno de células (geralmente restritas ao lo-
cal de aplicacdo da injecdo) seja transformada
(Kalil et al., 2001). Além disso, a aplicacdo estd
restrita a tecidos com um nivel baixo de endo-
nuclease (como musculo e cérebro). Um outro
método fisico bastante conhecido é a eletropo-
racdo. Neste sistema, pulsos elétricos alterna-
dos sdo aplicados a células que estdo em conta-
to com uma solugéo de DNA plasmidial. A cor-
rente gerada é capaz de formar poros na super-
ficie celular, facilitando a entrada do material
genético nas células. Este método foi recente-
mente adaptado para utilizacdo in vivo, au-
mentando a eficiéncia da inje¢do de DNA nu.
Entretanto, a introducédo de plasmidios in vivo
geralmente acarreta uma elevada resposta imu-
ne contra o transgene, bem como contra toda a
molécula de DNA. Por isto, estes sistemas vém
sendo muito utilizados atualmente para o de-
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senvolvimento de vacinas de DNA. Um outro
método fisico de grande importancia é a biolis-
tica ou gene gun (do inglés, arma genética), on-
de microesferas de ouro ou tungsténio cober-
tas com DNA sdo aceleradas por um gés car-
reador, que projeta estas esferas contra células,
promovendo a entrada deste DNA no ndcleo
das células bombardeadas. Este sistema é bas-
tante eficiente, apesar de causar uma morte ce-
lular elevada, e vem sendo adaptado para utili-
zacdo in vivo nas vacinas de DNA.

Os métodos quimicos utilizam caracteristi-
cas do DNA e das membranas celulares para,
utilizando compostos quimicos, garantir a en-
trada de material genético nas células. Em ge-
ral, os compostos utilizados sdo catidnicos, ou
seja, possuem carga total positiva. Assim, estes
compostos interagem com as cargas negativas
dos grupamentos fosfato do DNA e formam
complexos. Tais complexos tém também uma
carga geral positiva, eliminando a repulsdo de
cargas existente entre 0 DNA e os dominios ex-
tracelulares da maioria das proteinas de mem-
brana, que também tém carga negativa. Assim,
a entrada do complexo na célula por mecanis-
mos celulares normais, como a endocitose, é
facilitada. A co-precipitacdo de DNA com fos-
fato de célcio foi um dos primeiros sistemas
descritos, e apresenta algumas vantagens pela
seguranca, simplicidade e custo. No entanto, a
eficiéncia e reprodutibilidade deste método séo
muito baixas. Apesar disso, procedimentos de
transferéncia génica com fosfato de célcio sdo
importantes até hoje, sendo bastante utilizadas
na producdo de vetores virais. Alguns dos pro-
tocolos mais modernos de transferéncia génica
incluem a utilizacdo de compostos catidnicos
de origem lipidica, protéica e amidoprotéica
(Brown et al., 2001). Tais métodos apresentam
eficiéncias varidveis, mas que podem ser bas-
tante elevadas (Teixeira et al., 2001), além de
facilitar o escape do material nucléico da acédo
das enzimas degradativas lisossomais. A expres-
s80 na maioria dos casos é transiente, mas al-
guns plasmidios j& foram desenvolvidos e mos-
traram uma expressdo estavel. Entre as vanta-
gens da utilizagdo de lipossomos e proteinas po-
demos citar a simplicidade, baixa imunogeni-
cidade e, em certos casos (dependendo da com-
posicdo do complexo), capacidade de direcio-
namento destes vetores para células especificas.
No entanto, a utilizacdo in vivo ainda é limita-
da pela especificidade reduzida e pela opsoni-
zacdo dos complexos por proteinas plasmaticas,
que diminuem muito a eficiéncia da transfeccéo.

De todos os sistemas de transferéncia géni-
ca, 0s virais sdo os atualmente mais utilizados
nos estudos para desenvolvimento de protoco-
los de terapia génica, devido principalmente a
alta eficiéncia de transducdo obtida com estes
vetores. Todos 0s sistemas virais utilizados tra-
balham com virus deficientes em replicagéo,
que sdo capazes de transferir seu material ge-
nético para células-alvo mas ndo conseguem re-
plicar-se e continuar seu ciclo infeccioso (Ro-
mano et al., 2000). Esta incapacidade de repli-
cacdo é obtida através da delecdo de genes vi-
rais indispensaveis para a proliferacdo viral e
com substituicdo destes por genes de interesse
terapéutico. Os genes que apresentam alguma
funclo importante no desenvolvimento da pa-
tologia também s&o deletados. Assim, as ques-
tBes referentes a seguranca de vetores virais po-
dem ser administradas de maneira a diminuir
0s riscos destes vetores. Indmeras familias de
virus ja foram utilizadas como vetores de trans-
feréncia génica, mas grande énfase vem sendo
dada principalmente a quatro familias: os ade-
novirus, retrovirus (incluindo os lentivirus),
virus adeno-associado e, mais recentemente, 0s
herpesvirus.

Os adenovirus sdo bastante utilizados prin-
cipalmente devido a pouca patogenicidade e ao
tropismo amplo por células humanas. No en-
tanto, a grande imunogenicidade e a expressdo
génica transiente relacionadas a estes vetores li-
mitam suas aplica¢des. Atualmente, os adeno-
virus ttm uma aplicagdo importante na trans-
feréncia de genes suicidas a tumores. Os retro-
virus sdo outro grupo de importancia bastante
acentuada em estudos de terapia génica. Sua
propriedade de integragdo ao genoma hospe-
deiro acentua a possibilidade de garantir uma
expresssdo estavel do transgene. O procedi-
mento de terapia génica em seres humanos cu-
jos resultados foram mais satisfatorios, até o
presente momento, foi realizado utilizando ve-
tores virais pertencentes a esta familia (Virus
da Leucemia Murina de Moloney) (Cavazzana-
Calvo et al., 2000). Nos ultimos anos, o género
lentivirus desta familia tem recebido muita
atencdo, principalmente pela capacidade de in-
fectar também células quiescentes. A producédo
de retrovirus recombinantes onde ocorre a
substituicdo das proteinas de envelope do virus
original possibilitou a ampliagdo do tropismo
celular destes vetores. No entanto, questdes de
seguranga ainda sdo importantes na manipula-
¢do de vetores virais baseados em virus como o
HIV. Assim, os lentivirus de mamiferos ndo pri-



matas (como o Virus da Imunodeficiéncia Feli-
na — FIV) tém tido uma importéncia cada vez
maior, e sdo uma das alternativas mais interes-
santes no desenvolvimento de novos vetores.
Ainda assim, problemas como a mutagénese
insercional (causada pela integracdo aleatéria
dos retrovirus no genoma hospedeiro) e o silen-
ciamento da expressdo do transgene sdo ques-
tbes que merecem um estudo mais aprofundado.

Os virus adeno-associados (familia Parvovi-
ridade) possuem algumas vantagens em relago
aos demais sistemas virais, como integracéo si-
tio-especifica, tropismo ampliado e auséncia de
patogenicidade. No entanto, a limitagdo do ta-
manho do transgene carreado, a necessidade de
virus auxiliares para a producdo destes vetores
e, em certos casos, a perda da capacidade de in-
tegracdo sitio-dirigida tém limitado a utilizacdo
destes vetores. Por Ultimo, devemos destacar a
importancia dos vetores baseados em herpesvi-
rus, que vém ganhando um destaque grande
pelo seu tropismo bastante elevado por células
nervosas. Assim, acredita-se que a utilizagdo
destes virus para procedimentos de transferén-
cia génica em células do sistema nervoso seja
uma alternativa bastante viavel no futuro.

Os principais alvos da terapia génica

Tanto doengas hereditarias como adquiridas
tém sido alvos constantes de estratégias de te-
rapia génica. O tratamento de doengas huma-
nas através da transferéncia de genes foi origi-
nalmente direcionado para doengas heredita-
rias, causadas normalmente por defeitos em
um Unico gene, como a fibrose cistica, as he-
mofilias, hemoglobinopatias e distrofias mus-

culares. Entretanto, a maioria dos experimen-
tos clinicos de terapia génica atualmente em
curso esté direcionada para o tratamento de
doencas adquiridas como a Aids, doencas car-
diovasculares e diversos tipos de cancer (de ma-
ma, de prostata, de ovario, de pulmao e leuce-
mias). Isso se deve basicamente ao fato de as
doengas adquiridas apresentarem uma alta in-
cidéncia na popula¢do mundial quando com-
parada com as freqiiéncias das doengas mono-
génicas. Dessa forma, ensaios clinicos bem-su-
cedidos para essas enfermidades poderiam tra-
zer beneficios a um niimero muito maior de
pacientes. Mais da metade dos protocolos cli-
nicos de terapia génica hoje em curso apontam
para o tratamento de algum tipo de cancer co-
mo doenca-alvo. Em segundo lugar, aparecem
as doengas monogénicas, correspondendo a
12% dos protocolos clinicos aprovados, segui-
das, em um grande crescente, pelas doengas in-
fecciosas, contribuindo com 6% dos protoco-
los, basicamente voltados para o combate da
Aids. Esses trés grandes grupos englobam quase
90% de todos os pacientes que estdo sob algum
tipo de tratamento através da terapia génica ao
redor do mundo (Tabela 1) (Dani, 2000; The
Journal of Gene Medicine Website).

Como toda nova proposta de tratamento, a
terapia génica deve ser testada em protocolos
pré-clinicos — estudos in vitro, com células em
cultura, seguidos por experimenta¢do em mo-
delos animais — e em protocolos clinicos, que
se desenvolvem em uma série de etapas ou fa-
ses. Na fase I, os estudos envolvem um peque-
no nimero de pacientes e avaliam sua reagdo a
diferentes formas de administracdo do trata-
mento (via, dose, frequéncia), principalmente
com relagéo a aspectos de seguranga. Os proto-

Tabela 1

Numero de protocolos clinicos em curso e nimero de pacientes em tratamento por grupo

de doengas-alvo para a terapia génica.

Doenga-alvo NuUmero de Porcentagem (%) NuUmero de Porcentagem (%)
protocolos pacientes
Cancer 376 63.1 2.389 69.0
Doencas monogénicas 75 12.6 309 8.9
Doencas infecciosas 38 6.4 408 11.8
Doengas vasculares 46 7.7 59 17
Outras doencas 11 18 19 0.5
Uso de genes marcadores 48 8.1 274 7.9
Voluntérios saudaveis 2 0.3 6 0.2
Total 596 100 3.464 100

Fonte: The Journal of Gene Medicine Website, setembro 2001.
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colos de fase 1l envolvem um nimero de pa-
cientes um pouco maior (cerca de 20 a 50) e,
além de continuar a andlise de aspectos de se-
guranca, iniciam a avaliacdo da eficiéncia do
tratamento. Tendo sido aprovado nesta fase,
tem inicio a fase I11 do protocolo, que atinge
um namero bem maior de pacientes (podendo
chegar a milhares) e compara, empregando mé-
todos estatisticos adequados, a nova proposta
em estudo com um tratamento padrdo, ja bem
estabelecido. E assim, um protocolo clinico po-
de alcancar a quarta e Ultima fase onde a tera-
pia a ser disponibilizada passa a ser produzida
em larga escala com o objetivo de comerciali-
zacdo e entrada no mercado consumidor.

O primeiro protocolo a alcangar a terceira
fase de ensaio clinico visa ao tratamento de um
tumor cerebral maligno, o glioblastoma. Nesse
procedimento, células de camundongos modi-
ficadas in vitro para produzir particulas retro-
virais especificas sdo injetadas diretamente no
local exato do tumor no cérebro do paciente.
Os retrovirus produzidos por essas células
transduzem somente células em diviséo, e, por-
tanto, atingem diretamente as células tumorais
e as células vasculares que irrigam essa regido.
Uma vez dentro das células em divisdo, os re-
trovirus codificam um gene especifico (HSTk,
gene da timidina quinase do virus herpes sim-
plex) que iré afetar e bloquear a sintese de DNA
nessas células, levando-as a morte. Outra abor-
dagem interessante no tratamento do cancer é
0 uso de vetores de transferéncia génica como
vacinas tumorais. Alguns protocolos clinicos
para melanomas malignos e carcinomas de ca-
beca e pescoco baseiam-se na injecdo de deter-
minados vetores na massa tumoral, capazes de
expressar antigenos especificos de leucécitos
humanos (HLA, human leukocyte antigen). Es-
ses antigenos rotulam as células tumorais co-
mo estranhas ao ambiente do organismo em
questdo e permitem o recrutamento de células
do sistema imunolégico do proprio individuo
para combater o cncer. As abordagens para o
tratamento da Aids através da terapia génica
também tém se aproveitado do modelo de ve-
tores vacinais, onde retrovirus que codificam
para segmentos génicos do HIV séo injetados,
em via intramuscular, induzindo um aumento
na resposta imunologica de linfdcitos T citotd-
xicos contra o virus. Outros protocolos que
também tém avancado com um sucesso consi-
deravel sdo direcionados para o tratamento das
doengas monogénicas, como 1) a deficiéncia da
enzima adenosina desaminase (ADA) que oca-

siona um comprometimento severo do sistema
imunoldgico do individuo; 2) a fibrose cistica
que é a doenga hereditéaria letal mais comum
nos Estados Unidos e; 3) as hemofilias A e B
gue ocupam uma posicao de destaque no cena-
rio mundial de doengas hereditérias e apresen-
tam uma série de vantagens como modelo de
estudo para a terapia génica (Anderson, 1998).

Em 1994, 50 protocolos de terapia génica ja
tinham sido aprovados e eram administrados a
200 pacientes. Hoje, sete anos mais tarde, perto
de 600 ensaios clinicos estdo em curso e dispo-
niveis a aproximadamente 3.500 pacientes. Os
Estados Unidos e a Inglaterra juntos respon-
dem por mais de 85% dos protocolos e somen-
te 5% de todos os protocolos aprovados sdo
realizados fora dos Estados Unidos ou da Eu-
ropa. O Brasil ndo apresenta qualquer protoco-
lo clinico em curso aprovado no campo da te-
rapia génica até o presente momento. O papel
nacional no @ambito mundial da transferéncia
génica ainda é bastante incipiente, porém pro-
missor. Estudos pré-clinicos in vitro ja estdo
sendo desenvolvidos nas principais universida-
des e centros de pesquisa do pais, basicamente
em Séo Paulo, no Rio de Janeiro e no Rio Gran-
de do Sul, com amplas perspectivas de expan-
sdo para modelos in vivo e talvez, futuramente,
para a proposta de protocolos clinicos. Ainda
na Ameérica do Sul, o Chile e principalmente a
Argentina tém desenvolvido estudos pré-clini-
cos consistentes e avangando para modelos ani-
mais com resultados extremamente promisso-
res na terapia contra o cancer através da vaci-
nacdo. Fora do eixo América do Norte e Euro-
pa, paises como Japdo, Australia e Israel tam-
bém tém contribuido significativamente na
drea da terapia génica para algumas doencas
(OBA, Office of Biotechnology Activities).

Passados mais de dez anos desde a realiza-
¢do do primeiro protocolo clinico, em maio de
1990, no National Institutes of Health (NIH,
Bethesda, EUA), o panorama das fases dos pro-
tocolos clinicos aprovados em curso € bastante
desfavorével. Menos de 1% dos protocolos cli-
nicos (apenas quatro até 0 momento) avanga-
ram pelas fases I e Il que testam a seguranga e a
eficacia do método, respectivamente (Tabela
2). Além disso, ndo existe um Unico procedi-
mento que tenha obtido éxito consideravel,
atingindo a fase IV e que esteja consequente-
mente na iminéncia de alcangar o mercado pa-
ra comercializagdo. Alguns dos pontos criticos
que tém dificultado o avanco da terapia génica
sdo discutidos no topico seguinte.



Tabela 2

Numero de protocolos clinicos em curso e nimero de pacientes em tratamento por fase

de andamento dos ensaios.

Fase do protocolo NuUmero de Porcentagem (%) NuUmero de Porcentagem (%)
clinico protocolos pacientes

Fase | 395 66.3 1.802 52.0

Fase 1/11 125 21.0 904 26.1

Fase Il 68 114 507 14.6

Fase 11/111 4 0.7 - -

Fase I11 4 0.7 251 7.2

Total 596 100 3.464 100

Fonte: The Journal of Gene Medicine Website, setembro 2001.

Problemas, perspectivas
e o futuro da terapia génica

Apesar dos diversos protocolos clinicos apro-
vados para a transferéncia de genes em huma-
nos, os beneficios reais alcangados até o mo-
mento com a terapia génica sdo frustrantes e
estdo muito aquém das propostas iniciais.
Muitas barreiras ainda necessitam ser trans-
postas para que sejam alcangados resultados
satisfatorios. Os métodos de transferéncia gé-
nica disponiveis, ainda que variados, sdo pou-
co eficientes e apresentam sérias limitagdes
guanto ao direcionamento celular. O desenvol-
vimento de sistemas de transferéncia génica
hibridos que somem vantagens de vetores vi-
rais e ndo-virais pode proporcionar uma me-
Ihora na eficiéncia de transfec¢do e na manu-
tencdo a longo prazo da expressdo do gene de
interesse in vivo. Além disso, a utilizagdo de ve-
tores virais em ensaios clinicos em humanos
levanta questBes sobre a seguranga do método
em relacdo a mutagénese insercional e o alto
potencial imunogénico desses virus. A baixa
expressdo e a auséncia de mecanismos precisos
de regulagdo do gene de interesse na célula-al-
vo dificultam ainda mais o avango da terapia
génica como ferramenta terapéutica. O estudo
dos mecanismos relacionados a regulagdo da
expressdo génica pode permitir uma modula-
¢do mais refinada das regides promotoras e a
conseqliente ativagdo/repressdo do gene de in-
teresse in vivo. Qutro ponto importante e que
também requer maior atencdo se refere a bio-
logia da célula-alvo. Uma melhor caracteriza-
¢do e o desenvolvimento de técnicas para a
identificacdo e o isolamento dessas células po-
der facilitar o direcionamento dos vetores e
aumentar a eficiéncia de transfecgdo (Verma &
Somia, 1997).

Além disso, a exemplo do que ocorre com
toda nova tecnologia, a terapia génica também
tem levantado diversas discussdes nos planos
éticos e filoséficos que permanecem em deba-
te. Existem hoje grandes discussdes acerca das
propostas para a aprovagdo dos primeiros en-
saios clinicos de terapia génica a serem realiza-
dos durante a vida intra-uterina ou ainda em
células germinativas como forma de tratamen-
to para doencas hereditarias. Muitos esforgos
no campo da pesquisa bésica ainda sdo neces-
sarios para que a terapia génica possa realmen-
te proporcionar uma melhora significativa e
sem riscos aos pacientes e, além disso, repre-
sentar uma prética rotineira bem-sucedida no
futuro. Infelizmente, os conceitos e as idéias em
torno da terapia génica estdo, hoje, muito mais
avangados do que as metodologias necessarias
para satisfazer seus objetivos (Zanjani & An-
derson, 1999).

InteracBes entre &reas multidisciplinares
como a biologia molecular, biologia celular,
imunologia, fisiologia e genética clinica seréo
de extrema importéncia para uma melhor com-
preensdo dos processos relacionados a terapia
génica. O aprendizado nesses mais de dez anos
de estudo em todas essas &reas foram impres-
cindiveis para a reformulagdo das perguntas e
o redirecionamento dos objetivos a serem al-
cangados com a terapia génica. Apesar das atuais
dificuldades e da falta de conhecimento em di-
versos tépicos, a continuidade da prética da te-
rapia génica ir4 certamente revolucionar a pre-
vencdo e o tratamento de diversas doencas que
hoje assolam a humanidade.

O conhecimento cientifico deve ser acom-
panhado pela sabedoria, o que ndo tem sido
habitual na histéria da humanidade. Grandes
empresas tém desenvolvido e tomado posse
dessas descobertas, e seu emprego em ativida-
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des economicamente importantes pode néo
acompanhar o interesse da sociedade como um
todo. Estes assuntos devem ser discutidos am-
plamente, de modo a permitir um maior nivel
de consciéncia da populacdo em geral. Nos pai-
ses mais desenvolvidos, onde a comunidade
acompanha melhor o progresso cientifico, tem
sido observada uma divisdo muito grande com
relacdo as opinifes sobre a terapia génica. Os
opositores temem, por um lado, as consequén-
cias de um processo novo e pouco previsivel, e
por outro sua utilizacdo em uma nova onda de
eugenia, colocando freglientemente a questdo
“estamos brincando de ser Deus?”. A corrente a
favor da experimentacgdo genética argumenta
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