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Definição de terapia gênica:

“transferência de material genético 
novo para células de um indivíduo 
resultando em benefício terapêutico”

Há mais de trinta anos a Terapia Genética, como
capacidade de intervir na saúde humana, 

tem sido considerada a 

5a Revolução da Medicina!!!
(Vacinas, esterilização, antibióticos e anestesias)



Alvos da Terapia Gênica:

Doenças genéticas clássicas:
Imunodeficiência (adenosina desaminase)

Fibrose cística (Regulador CF de Cl)

Hemofilias A e B (Fatores VIII e IX)

Doenças genéticas adquiridas:
Câncer,

AIDS

infecções com outros vírus (gripe- H1N1, dengue)



Terapia Gênica... Introduzindo material 
genético dentro das células:



Estratégias de terapia gênica
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Uso de lipossomos.



Uso de lipossomos.
Destinando lipossomos a alvo 
precisos- uso de anticorpos! Ou 
outras modificações!!

Immuno            .

Long circulating    .



3) Vetores virais.

Retrovírus       Adenovírus      Vírus
Adeno-associado.



Vetores derivados de retrovírus.



Ciclo de replicação do retrovírus.



Construção de um vetor retroviral.
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Terapia ex-vivo com retrovírus.



Terapia gênica de problemas com o 
gene ADA.

Desoxiadenosina DesoxiinosinaADA
Via de salvação

das purinas

Acúmulo é tóxico 
para algumas 

células

Depleção de 
linfócitos T

Deficiência imunológica!



Terapia gênica da deficiência em adenosina deaminase 

1990 equipe liderada pelo Dr. French Anderson-

Terapia  ex vivo - linfócitos de duas crianças 

Resultados:

As crianças começam a 
recuperar o sistema 

imunológico

Ashanti de Silva

Projeto similar foi feito para 

10 crianças X-linked SCID,  

com recuperação do sistema imunológico!



Ashanti e Cindy, as duas primeiras pessoas a receber Terapia Gênica

Em 2013!



X-linked SCID- bubble boys 



Mas realmente funcionou?????

o tratamento tradicional?
(transplante de medula óssea)

De 19 pacientes (só crianças), 5 tiveram leucemia (4 no gene LMO2!), 

Outros também tiveram tumores! Por que?





CAR-T gene therapy- KYMRIAH
Indo atrás e matando o tumor (linfoma) (lentivirus)



Uso de adenovírus para terapia gênica. 



Uso de adenovírus para 

terapia gênica. 
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Vantagens dos adenovírus recombinantes:

*Alto título viral.

*Infecta uma grande variedade de células.

*Se mantém epissomal (não integra no genoma 
celular).
Desvantagens:

• Expressão Transiente (qual é o problema?)

• Forte resposta imune!

• Permite apenas uma aplicação (se tanto).



Construção de um vetor adenoviral.
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Produção de adenovírus recombinantes :

(Produzem E1Ae E1B)



Infecção de adenovírus recombinantes 
em células de camundongo:



Doença hereditária referente a reparo de DNA 

Xeroderma pigmentosum (XP)

-rara (~1:200.000)

-fotossensibilidade

-alta incidência de câncer de pele.

-anormalidades neurológicas.

-Vários genes envolvidos
(XPA to G and XPV)

Síndrome XP nos ajudou a entender vários aspectos da 
Carcinogenesis e mesmo envelhecimento: será que podemos ajudá-los?





Vetores adenovirais: 
Desenho Experimental.

XPA adenovirus

- Expressão do Gene 
- Fenótipo- Expressão gênica

- Sobrevivência UV
- Ensaios de reparo de DNA 

Células Xpa-/-
Camundongo Xpa

Injeção subcutânea



Recuperação da sobrevivência após UV, 2 meses após vírus



Injeção subcutânea!



3 semanas após a irradiação UV.

Desenvolveram
Tumor!!

NÃO desenvolveram
Tumor!!



PERSPECTIVAS DESTE NOSSO TRABALHO
-Será que poderemos aplicar esses adenovírus direta-
mente na pele de humanos?

-Quantas vezes? (e a reação imune contra o vírus?)

-De que vale uma terapia por apenas 2 meses?

- Vale a pena mudar para um tipo de vírus
que não induz tanta reação imune 
(vetor adeno-associado).

- uso de imunossupressores no momento da aplicação.



Podemos recuperar totalmente a pele
terapia para epidermolysis bullosa –

Publicado em 2017 na Nature!



Problemas com adenovirus

- Morte de um garoto 
de 18-19 anos!



Gendicine: 
o primeiro remédio de terapia gênica aprovado para uso clínico,

Em 2004 na China!!!

Gendicina propõe o uso combinado de radio ou quimioterapia e terapia 
gênica com Adenovírus –p53! (usado principalmente em cancer 
cabeça/pescoço).

Os estudos clínicos têm demonstrado um melhor prognóstico em pacientes 
tratados com a terapia combinada! 



Como funciona?
Direcionando e matando células tumorais p53 negativas!

Como é a terapia: o p53 ajuda no processo de morte da célula tumoral, 
aumentando a eficiência do tratamento.



GENDICINE- fase II/III clinical protocol!

No número de pacientes
CR: Complete remission

PR: Partial remission

GENDICINE- prolongando a vida e 
melhorando qualidade de vida de pacientes!



Uso de vetores adeno-associado para terapia 
gênica. 

Transgene caprep

Rep68 
Rep78

Rep40 
Rep52

Vp
Vp1 
Vp2 
Vp3

Rep

rAAV



Vantagens dos vetores Adeno-associados

- Fácil produção.

- Não patogênicos em humanos.

-Longo tempo de expressão in vivo (pouca estimulação
do sistema imune)



Corrigindo distrofia muscular



GLYBERA: 
o primeiro remédio de terapia gênica aprovado no mundo 

ocidental!!!

Na cura de “lipoprotein lipase deficiency” (LPLD)!!

A ausência dessa lipase (LPL) causa aumento de gordura no sangue, causando 
episódios de pancreatite aguda.

Como é a terapia: rAAV carregando o gene LPL, sendo 
aplicado (série de injeções) no músculo da perna..... Pacientes têm melhoras 
rápidas no nível de gordura e menor frequencia de pancreatite.

http://www.uniqure.com/flash/gene.swf



GLYBERA: 
Como produzir vírus em alta escala:



Outros produtos da UNIQURE: 

Hemofilia A e B- fases 1 e 2

Porfiria aguda intermitente

Doença de Parkinson 

Doença de Huntington

Insuficiência cardíaca (Congestive Heart Failure)
(cardiac deficiency of the calcium-binding protein S100A1, a master 
regulator of myocardial function)

http://www.uniqure.com/



Luxturna (Spark Therapeutics): 
Para “RPE65 mutation-associated retinal dystrophy”

Primeiro produto aprovado pelo FDA!!



O remédio “mais caro do mundo”
Atrofia muscular espinhal (gene SMN1)



Mas casos fatais associado ao tratamento estão
Gerando preocupação de segurança.



O uso de RNAi no
silenciamento 
gênico

Mas o duplex de RNA pode ser 
também externo da célula!

Mello, SS ; Andrade, L. N. d. S. ; MENCK CF. 
Biologia Molecular e Evolução. 2 ed. Ribeirão Preto, 
SP, Brasil: Holos/SBG, 2012



É possível usar na clínica?

Microbiologia in foco, 2007

SiRNA: inovação tecnológica 
-Fácil design (basta saber a sequencia do gene!)
-Síntese simplificada (oligonucleotídeos 21-27 bp)

MENCK, Carlos Frederico Martins. RNA interferência: a nova corrida do ouro. Microbiologia in Foco, São Paulo, v. 1, n. 1, p. 
17-21, 2007.



Mas o desafio de uso clínico de 
siRNA já começou:

Balwani, M. et al. Phase 3 trial of 
RNAi therapeutic givosiran for 
acute intermittent porphyria. N. 
Engl. J. Med. 382, 2289–2301 
(2020).

Adams, D. et al. Patisiran, an 
RNAi Therapeutic, for Hereditary 
Transthyretin Amyloidosis. N. 
Engl. J. Med. 379, 11–21 (2018).





A revolução da vacina de mRNA.... Mas não é só
Vacina!! (Dr. Katalin Karikó)



Síntese in vitro de mRNA- clonagem em vetor
específico com promotor T7, poli A e depois capear!
Síntese com pseudo-uridine!!! 



Meganucleases

Talen Enzymes

CRISPR/Cas9



A descoberta das enzimas de Restrição na década de ’60
e publicado em 1971!

Defesa de bactérias a bacteriófagos!
O Início da Engenharia Genética!

Prêmio Nobel de 1978



Defesa de bactérias a bacteriófagos!



• Início da Engenharia Genética!

• corta liga

Livro GMB: dos Genes aos Genomas cap. 11



• Início da Engenharia Genética!
• Plasmídeos recombinantes

Livro GMB: dos Genes aos Genomas cap. 11



A História se repete 40 anos depois!

Francisco Mojica Univ de Alicante Espanha 2005

Nomeou CRISPR e identificou que
Essas regiões eram parte de um sistema
De defesa contra fagos!



CRISPR = Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat
(identificada em 1987 nos genomas bacterianos)

Associada a imunidade bacteriana (2005)

Cas- CRISPR ASsociated - uma nuclease de DNA sítio específica (2012)

Edição de genomas (2013)- in vitro Doudna e Charpentier
em células Zhang



Prêmio Nobel de Química 2020
(primeira vez duas mulheres dividem o prêmio!)



Imunidade bacteriana



Imunidade bacteriana



Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna! 
(in vitro)

A ação da endonuclease (Cas) 

é guiada pelos RNAs
Tracking e guia.

Fizeram a quimera dos dois RNAs.

In vitro!

Sequência PAM!



Feng Zhang

CRISPR

CRISPR-Cas9 podem clivar genoma em células humanas e de camundongo!
- enzima pode ser modificada: nicking pode ajudar a fazer recombinação homóloga



Como funciona a CRISPR-Cas
Clivando o DNA!



Mas depende do reparo celular para atuar na célula:
Mutar ou corrigir!



Mas serve para que????

Gene modification



CRISPR/Cas9

https://www.youtube.com/watch?v=2pp17E4E-O8

https://www.youtube.com/watch?reload=9&v=4YKFw2KZA5o



Controle gênico

Zalatan et al, Cell 2014







CRISPR: Editando genoma de primatas

PARP and RAG1 genes,
Involved in immune system-
Good scientific model! 



PD-1 gene, to accelerate immune responses against lung cancer!



Edição Genômica e terapia Gênica!!

Está sendo testada (com ZN-Finger nuclease) para doença metabólica
como mucopolissacaridose!

Por simples infusão de vírus
Carregando a enzima de edição!!!!



Intellia therapeutics – Cambridge, UK

Amiloidose transthyretin: doença genética rara
condição dominante de expressão de 
alelo tóxico.

Seis pacientes foram tratados (fígado)- redução da proteína!



Terapia Gênica com Edição do Genoma, como será (ou está sendo)?



Terapia Gênica com Edição do Genoma, como será (ou está sendo)?









GENE DRIVE: como mudar uma população inteira!



GENE DRIVE: como mudar uma população inteira!

https://www.youtube.com/watch?v=75iP50LEHrU



CRISPR/CAS9 

Problemas éticos….

Devemos usar em humanos? Todo e qualquer gene?

Em embriões humanos? 

Plantas deixariam de ser transgênicas?

GENE DRIVE em mosquitos?

Outros organismos?



Revolução na Medicina!

Na agropecuária…

Vamos participar do processo, ou 
vamos simplesmente comprar os 
Medicamentos e produtos feitos no
exterior?





Obrigado pela atenção!

cfmmenck@usp.br


