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ESTUDO DOS EFEITOS ENDOCRINOS E PARACRINOS DO HORMONIO DE
CRESCIMENTO APOS ADMINISTRAGCAO DE DNA PLASMIDIAL EM MODELOS
ANIMAIS DE TERAPIA GENICA

ELIZA HIGUTI
RESUMO

Nosso grupo tem estudado uma estratégia alternativa de tratamento para a
deficiéncia de hormdnio de crescimento (DGH), utilizando a administragao in vivo
do plasmideo pUC-UBI-hGH, seguida de eletroporagdo, no musculo quadriceps
de camundongos andes e imunodeficientes (/it/scid), que proporcionou niveis
sustentaveis de hGH na circulagcdo durante 60 dias e um aumento significativo de
peso dos animais tratados. Visando investigar os efeitos autdcrinos/paracrinos e
endocrinos derivados deste tipo de tratamento, e compara-los aos da
administragcao diaria por via parenteral do hormdnio de crescimento humano
recombinante (r-hGH) neste modelo animal, os seguintes parametros de
crescimento foram avaliados no presente trabalho: peso corpéreo, comprimento
total do corpo e da cauda, pesos de 6rgaos (figado, rins, coragdo, bago, musculos
quadriceps e gastrocnémio) e os niveis plasmaticos de mIGF-l (fator de
crescimento semelhante a insulina | de camundongo) e de glicose. Em um
primeiro experimento, foram observados aumentos altamente significativos
(P<0,001) do peso corpoéreo e do comprimento total do corpo e da cauda, apds 50
dias de tratamento. Todos os 6rgaos analisados para o grupo tratado, exceto os
musculos gastrocnémios apresentaram aumentos de peso altamente
significativos. O quadriceps direito, 0 que recebeu a injecdo do DNA plasmidial,
apresentou um aumento de peso de 48,1% em comparagdao com o controle
injetado com salina (P<0,001), enquanto o aumento de peso dos quadriceps
esquerdo, nao injetados, dos animais tratados foi de 31% (P<0,005). Estes dados
sugerem efeitos locais (autdcrino e / ou paracrinos) e sistémicos (enddcrinos)
resultantes da inje¢do do plasmideo contendo o gene do hGH e da consequente
expressdo e secrecdo do hGH. Em outro experimento, a comparagdo da
administracdo unica de DNA plasmidial com inje¢cdes diarias de r-hGH

proporcionou aumentos significativos dos pesos corpoéreos, em relagdo ao grupo



controle, de 23,1% (P<0,01) e de 35,5% (P<0,001) para os grupos tratados com
DNA e proteina, respectivamente, enquanto as inclinagbes das curvas de
crescimento foram praticamente idénticas: 0,094 g / animal / dia para a injegcéao de
DNA e 0,095 g / animal / dia para a proteina. Entre os dois grupos tratados, nao
houve diferengas significativas entre o peso dos seguintes 6rgéos: rins direito e
esquerdo, bago e musculo quadriceps direito. Os niveis de glicose no plasma dos
grupos tratados e controle ndo apresentaram diferencas significativas ao final dos
tratamentos de 28 e 50 dias. As diferencas das concentragdes de mIGF-| entre os
grupos tratados foram significativas apenas apo6s 7 dias de tratamento. Os valores
foram sempre maiores para o grupo tratado com DNA plasmidial em relag&o ao
grupo do r-hGH, e os niveis de ambos os grupos tratados foram significativamente
superiores ao do grupo controle.

Apesar da necessidade de outros estudos para confirmar a seguranga e a
viabilidade deste tratamento, este tipo de terapia génica para a DGH pode vir a
ser uma alternativa viavel ao tratamento padrdo desta doenca, baseado em

repetidas inje¢cdes de r-hGH altamente purificado.



STUDY OF ENDOCRINE AND PARACRINE EFFECTS OF GROWTH
HORMONE AFTER ADMINISTRATION OF PLASMID DNA IN ANIMAL MODELS
OF GENE THERAPY

ELIZA HIGUTI

ABSTRACT

Our group has studied an alternative strategy for the treatment of growth
hormone deficiency (GHD), using the in vivo administration of the plasmid
pUC-UBI-hGH, followed by electroporation, into the quadriceps muscle of
immunodeficient dwarf mice (lit/scid), that provided sustainable levels of hGH in
the circulation during 60 days and a significant increase of body weight in the
treated animals. In order to investigate the autocrine / paracrine and endocrine
effects derived from this type of treatment, and compare them to the parentheral
daily administration of the recombinant human growth hormone (r-hGH) in this
animal model, the following growth parameters were evaluated in this study: body
weight, total body length, tail length, organ weights (liver, kidneys, heart, spleen,
quadriceps and gastrocnemius muscles) and the plasmatic levels of mIGF-I
(mouse insulin-like growth factor 1) and glucose. In a first experiment, higly
significant increases of body weight, total body length and tail length were
observed, after 50 days of treatment. All the analised organs of the treated group,
except the two gastrocnemius muscles, presented a highly significant weight
increase. The right quadriceps, that received the DNA injection, presented a
48.1% weight increase versus saline — injected control (P<0.001), whereas the
weight increase of left quadriceps, non injected, of treated animals was 31.0%
(P<0.005). These data suggest local (autocrine and / or paracrine) and systemic
(endocrine effects as a result of hGH DNA injection and the consequent hGH
expression and secretion. In a second experiment, the comparison between single
plasmid DNA administration with daily r-hGH injections provided significant body
weight increases (P<0.001) of both treated groups, compared to control group, of
23.1% (P<0.01) and 35.5% for DNA and protein treated groups respectively, while
the slopes of the growth curves were practically identical: 0.094 g / mouse / day for
DNA and 0.095 g / mouse / day for protein injection. In both treated groups, the



weights of the following organs did not present significant differences: right and left
kidneys, spleen and right quadriceps muscle. The levels of glucose in the plasma
of treated and control groups showed no significant differences after 28 and 50
days. The differences in mIGF-I concentration, among the treated groups, were
significant only 7 days after treatment. The values were always higher in the group
treated with plasmid DNA in relation to the r-hGH group, and the levels of both

treated groups were significantly higher than the control group.

Despite the need for further studies to confirm the safety and feasibility of
this treatment, this type of gene therapy for DGH can be a viable alternative to the
standard treatment for this disease, based on repetitive injections of highly purified
r-hGH.
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1. INTRODUCAO

O hormoénio de crescimento (GH — growth hormone) é um horménio
protéico de cadeia Unica, composto por 191 aminoacidos, sintetizado e secretado
pelas células somatotroficas da hipofise anterior. Suas principais isoformas
possuem peso molecular de 20 e 22 kilodaltons (kDa) (Melmed & Kleinberg, 2002;
Salvatori, 2004; Portes & Barbosa, 2008).

A secrecdo do GH apresenta padrdo pulséatil, com maior frequéncia e
amplitude ap6s o inicio do sono profundo, € regulada por uma complexa inter-
relacdo entre dois peptideos hipotalamicos, o hormonio liberador de GH (GHRH)
e a somatostatina (SRIF). Estes dois horménios sdo secretados em vias
independentes e interagem com 0s secretagogos adicionais do GH, gerando uma
liberacé@o pulsatil desse hormoénio. O GHRH induz a traducédo do gene do GH e a
sua liberacdo (Figura 1). A somatostatina inibe tanto o GH basal como o
estimulado pelo GHRH mediante alteragcbes na frequéncia e amplitude dos
pulsos, porém sem afetar sua biosintese. Além destes, outros fatores interferem
na secrecdo do GH, atuando diretamente sobre a hipdéfise ou sobre a liberacdo
destes fatores hipotalamicos, tais como neurotransmissores (noradrenalina,
serotonina, dopamina, acetilcolina), horménios periféricos (glicocorticéides,
horménios tireoidianos, esterbdides sexuais, insulina) e fatores metabdlicos como
glicose, acidos graxos livres, aminoacidos e gordura corporal (Le Roith e col.,
2001; Melmed & Kleinberg, 2002; Da Silva & Lengyel, 2003; Da Silva, 2004;
Goldman, 2004).

A principal funcdo do GH é promover o crescimento longitudinal mediado
pela producdo do fator de crescimento semelhante a insulina-l (IGF-I),
principalmente no figado e em tecidos periféricos. O GH pode atuar de maneira
autocrina / paréacrina, atuando no local onde foi secretado, ou nas células-alvo
adjacentes, mediante a producéo de IGF-I local. Pode ainda atuar de maneira
enddcrina, ou seja, as células secretoras liberam o hormdnio na corrente
sanguinea para atuar em todas as células-alvo do corpo, promovendo o

crescimento longitudinal estimulado pela expressédo de IGF-I em 6rgaos distantes.



O GH também desempenha fun¢des metabdlicas importantes na composicao
corporal, regulagcdo do metabolismo lipidico e aumento da massa muscular
cardiaca e esquelética (Yakar e col., 2000; Le Roith e col, 2001; Alberts e col.,
2002; Goldman, 2004; Portes & Barbosa, 2008).

Hipotalamo

GHREH
Receptor do GHREH
Somatotrofos
GH \
Receptor do GH

parifaricos

IGF-

——_
placas da
crascimentao,
mosculos, tacida
adiposo, et -

Figura 1: Esquema do controle estimulatério da secre¢do do GH e sua agéo nos

Receptor do 1GF-|

orgaos periféricos (Salvatori, 2004).

O IGF-I é um hormonio de aproximadamente 7 kDa e é o responsavel pela
maioria das atividades promovidas pelo GH no crescimento (Donahue e col.,1993;
Klover & Henninghausen, 2007), sendo o regulador direto das funcdes do receptor
do GH. O IGF-I participa de um sistema regulatorio de feedback negativo no
hipotdlamo e na hipdfise; quando em concentragbes elevadas, estimula a
liberacdo de SRIF e a inibicdo da traducéo e secrecdo do gene do GH na hipdfise
anterior. Consequentemente, quando ha alteracdes nos niveis de GH produzido, a
liberacdo de IGF-I também é afetada (Donahue e col., 1993; Melmed & Kleinberg,
2002).



O funcionamento inadequado de algum dos genes que respondem pela
producdo dos diferentes componentes do eixo GH/IGF-I, pode levar a diferentes
quadros clinicos de retardo de crescimento (Boguszewski, 2001). A deficiéncia de
GH (DGH) € a deficiéncia de hormdnios pituitarios mais frequente e o quadro
clinico durante a infancia € representado por peso corpéreo comprometido, com
discreta adiposidade abdominal e reduzida massa muscular, com velocidade de
crescimento geralmente abaixo de 4 cm/ano para a idade cronologica, etc. A
deficiéncia de GH em adultos € caracterizada por composi¢cdo corporal anormal,
reducdo da massa magra, sobrepeso, reducao da capacidade fisica, entre outros
(Da Silva, 2004) Esta deficiéncia pode ter causas congénitas ou adquiridas, ser
completa ou parcial e os sintomas incluem diminuicdo da massa muscular, do
volume liguido extracelular e da densidade Gssea, fadiga, falta de concentracéo,
perda de memodria, aumento dos fatores de risco cardiovascular, aumento da
adiposidade abdominal, resisténcia a insulina, entre outros (Melmed & Kleinberg,
2002; Da Silva, 2004).

Os principais objetivos da terapia para a DGH sdo a normalizacdo do
crescimento durante a juventude, até atingir o tamanho normal de um individuo na
idade adulta, além de garantir uma melhor qualidade de vida para esses
individuos (Kemp, 2010). Durante muito tempo utilizou-se GH extraido de hipofise
de cadaver para o tratamento da DGH, porém o suprimento do horménio era
escasso, 0 tratamento caro e geralmente feito com doses insuficientes. Seu uso
foi suspenso em 1985 por estar associado a inducédo da doenca de Creutzfeldt-
Jakob, quando o GH extraido esta contaminado por prions, que sao transmitidos
na administracdo do horménio, e que resultou na morte de varios pacientes
(Melmed & Kleinberg, 2002). Desde 1985, com o0 avanc¢o da tecnologia do DNA
recombinante, houve um avanco significativo no tratamento da DGH, uma vez que
tornou-se possivel sintetizar grandes quantidades do horménio puro, aumentando
sua disponibilidade e € hoje o tratamento padrdo para a doenga (Kemp, 2010).

Entretanto, a administracdo do horménio de crescimento humano
recombinante (r-hGH) apresenta algumas desvantagens, como os dispendiosos
processos de purificacdo e a necessidade de frequentes injecbes. O tratamento
ideal para a deficiéncia de GH seria aquele em que deveria ser evitado este tipo
de inconveniente, e fosse utilizado um mecanismo de liberacdo da proteina

semelhante ao processo natural, visando também garantir uma melhor qualidade



de vida aos pacientes que sao estritamente dependentes de uma terapia
parenteral por um longo periodo da vida (Bellini e col., 2003; Peroni e col., 2005;
Oliveira e col., 2010).

Uma alternativa a este tipo de tratamento é a terapia génica, que possui um
potencial de correcdo dos defeitos genéticos, além de haver a possibilidade de
evitar as desvantagens do tratamento padrdo. A terapia génica consiste na
introducdo de genes funcionais em células especificas de um individuo. Esta
transferéncia de material genético visa a reposicdo de um gene
defeituoso/ausente ou a introducdo de novas func¢des na célula. A finalidade
principal deste tipo de terapia é o tratamento de doencas humanas hereditarias ou
adquiridas, mediante a secre¢do da proteina de interesse in vivo (Edelstein e col.,
2004; Peroni e col., 2005; Van Gaal e col., 2006; Edelstein e col., 2007).

Dependendo da natureza do tecido-alvo e do tipo de aplicacdo, existem
duas metodologias para a transferéncia génica: in vivo e ex vivo (Figura 2). Na
terapia génica ex vivo, as células sdo removidas, cultivadas in vitro, modificadas
com o gene de interesse, selecionadas e reimplantadas in vivo. Na terapia génica
in vivo, os genes funcionais sao inseridos diretamente nas células do tecido-alvo
(Strachan & Read, 1999).

Células alteradas

Células normais
humanas

Vetores

Figura 2: Representacao das metodologias de transferéncia génica (adaptado de

Proyecto Biosfera).



O sucesso da terapia génica depende da eficiéncia de insercdo dos genes
nas células de interesse, sem causar injurias celulares, mutagées oncogénicas ou
inflamacfes. Uma das limitacdes é a escolha do vetor, que € o veiculo de entrega
do gene de interesse nas células-alvo, e a sua construcéo, ou seja, a insercao de
um gene terapéutico. O vetor ideal deve seguir 0os seguintes principios: ser
especifico para a célula-alvo, estavel, capaz de ser produzido em grandes
quantidades e expressar o0 gene de interesse a longo prazo, sem produzir efeitos
citotoxicos, inflamacdes ou respostas imunolégicas, além de possuir um
mecanismo para regular a expressao do transgene (Prud’homme e col., 2006; Kaji
& Leiden, 2001).

Os vetores carregam, além do gene de interesse, outros elementos
genéticos importantes para sua manutencado e expressdo. Podem ser de origem
viral (retrovirus, adenovirus, etc) ou ndo viral (plasmideos). A escolha depende da
natureza do tecido-alvo e do tipo de aplicacdo. Os vetores nao-virais possuem
varias vantagens em relacdo aos vetores virais, pois sdo mais faceis de serem
construidos, podem ser produzidos mais facilmente em larga escala, sdo mais
flexiveis em relacdo ao tamanho do DNA a ser transferido, mais seguros in vivo e
menos imunogénicos. Entretanto, os vetores ndo-virais sGo menos eficientes na
expressao do transgene que os de origem viral, principalmente quando utilizados
in vivo (Nardi e col., 2002; Schmidt-Wolf & Schmidt-Wolf, 2003; Peroni e col.,
2005).

Um dos métodos de transferéncia génica ndo-viral mais utilizados
atualmente é a injecdo direta de DNA plasmidial ou naked DNA, gque consiste em
um plasmideo, comumente passivel de replicacdo em sistemas bacterianos, que
contém um gene de interesse sob o controle de varios elementos regulatérios. E
um metodo simples e pratico, de relativo baixo custo, cujo potencial pode ser
inclusive verificado pelo seu crescente aumento nos protocolos clinicos de terapia
génica, correspondendo a 14% desses protocolos em 2004 e a 18% dos mesmos
em 2007 (Edelstein e col., 2004; Edelstein e col., 2007). Pode ser realizado em
diversos tecidos como musculo, pele, figado, entre outros. Destes, o musculo é o
tecido mais utilizado por oferecer varias vantagens, como ser de facil acesso,
constituir mais de 40% de toda a massa corpérea, ser altamente vascularizado,
possuir a capacidade de produzir e secretar proteinas que podem atingir a

circulacdo e um “turnover” mais lento das fibras musculares, o que permite uma



expressao a longo prazo (Bigey e col., 2002; Fattori e col., 2002; Schmidt-Wolf &
Schmidt-Wolf, 2003; Bloquel e col., 2004; Ratanamart & Shaw, 2006).

Entretanto, o potencial de utilizacdo desta técnica para aplicagdo em
humanos é limitada pela baixa eficiéncia na expressao e alta variabilidade no
nivel de expressdo génica. Diferentes métodos fisicos sdo utilizados em conjunto
com a injegdo direta de DNA plasmidial para aumentar a eficiéncia desta
metodologia, e wuma das mais promissoras €é a eletroporacdo ou
eletrotransferéncia. E uma técnica segura, facil de ser aplicada, possui baixo
custo, sendo portanto uma das estratégias mais eficientes, capaz de aumentar a
secrecao da proteina transgénica em até 100 vezes quando comparada somente
com a injecdo do DNA plasmidial, além de diminuir a variabilidade de resposta
entre individuos (Aihara & Miyazaki, 1998; Bigey & col., 2002; Bloquel e col.,
2004; Ratanamart & Shaw, 2006; Miyazaki & Miyazaki, 2008).

A eletroporacdo consiste na aplicacdo de pulsos elétricos curtos,
controlados e alternados no tecido-alvo apds a injecdo do DNA plasmidial,
induzindo uma diferenca de potencial transmembrana na célula e criando poros
transientes na superficie celular. Dessa maneira, o plasmideo é alvo de um efeito
eletroforético, que promove a migracdo e entrada desse material genético no
nacleo das células. Um certo dano ao muasculo e a possivel presenca de
inflamacbes estdo associados ao tratamento elétrico, porém esses efeitos
indesejaveis sdo mais evidentes quando a intensidade da corrente elétrica é alta.
Podem ser visualizados os nucleos centrais das fibras musculares ap6s uma
semana do tratamento, indicando uma regeneracdo da area, e ap6s um més
geralmente o musculo ndo apresenta nenhuma anormalidade histoldégica. Em
condicdes otimizadas dos parametros para a eletrotransferéncia, € possivel obter
excelentes niveis de permeabilizacdo e sobrevivéncia celular (Mir e col., 1999;
Fattori e col., 2002; Bloquel e col., 2004; Ratanamart & Shaw, 2006).

A eficiéncia da transferéncia plasmidial no musculo é maior em animais
jovens de pequeno porte. Em animais de grande porte, h4 uma reducdo na
eficiéncia, possivelmente devida a quantidade de tecido conectivo presente no
musculo, o que pode fornecer uma barreira adicional a captacdo do plasmideo,
com a utilizacdo somente da eletroporagdo. A enzima hialuronidase, que aumenta
a permeabilidade das células por catalisar a hidrolise do &cido hialurénico,

principal componente da matriz extracelular, € utilizada em combinacdo com a



eletroporagdo, aumentando significativamente a expressado do transgene (Mc
Mahon e col., 2001).

O nosso grupo tem utilizado a administragéo direta in vivo de um plasmideo
contendo o gene do horménio de crescimento humano (hGH), seguida de
eletroporacédo, no musculo quadriceps direito de camundongos andes (lit/lit) e de
camundongos andes e imunodeficientes (lit/scid). Em condi¢bes padronizadas de
eletrotransferéncia foram obtidos, pela primeira vez, niveis circulatérios de 1,5 a
3,0 ng hGH/mL durante 60 dias com um aumento de peso corporeo altamente
significativo (P<0,001) de 33,1% para o grupo lit/scid tratado, comparado a uma
gueda de peso nédo significativa de 4,2% do grupo controle (injecdo de salina
seguida de eletroporacao). Além disso, quando comparado o musculo quadriceps
direito, o que recebeu o tratamento, do grupo tratado em relacdo ao grupo
controle, foi observado um aumento de peso de 48% (P<0,001), além de um
aumento do musculo esquerdo, ndo tratado, de 31%, o que sugere um efeito local
(autécrino/paracrino) e sistémico (enddcrino) resultante do DNA plasmidial e da
consequente expressao e secrecdo do GH (Oliveira e col., 2009; Oliveira e col.,
2010).



2. OBJETIVOS

De acordo com as consideragdes acima, o presente trabalho teve como
objetivo analisar diferencas entre os pesos dos musculos quadriceps de
camundongos lit/scid tratados e ndo tratados, ap0s a administracdo de DNA
plasmidial contendo o gene do hGH, seguida de eletroporacéo, para investigar os
efeitos enddcrinos e paracrinos do GH derivados deste tipo de administragédo.
Além disso, foram determinados outros parametros relacionados ao crescimento,
tais como o peso corpéreo, o comprimento total do corpo (medido do nariz a
cauda) e somente da cauda, os pesos de outros érgaos (figado, rins, coracéo,
baco e musculos gastrocnémios) e os niveis de mIGF-| e de glicose. Foi também
realizada uma comparacdo destes parametros obtidos em camundongos lit/scid
tratados e nao tratados e em camundongos Scid, além de estudar o tratamento de

camundongos lit/scid com DNA plasmidial, ou com injecfes diarias de r-hGH.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Equipamentos e acessorios principais

AN NN < NN <

<\

Agitador magnético modelo 258 — FANEM (Séo Paulo, SP, Brasil);

Agitador rotatorio tipo vortex, modelo 162 — MARCONI (Sao Paulo, SP,
Brasil);

Autoclave vertical, modelo 103 — FABBE-PRIMAR (S&o Paulo, SP, Brasil);
Balanca analitica, modelo H20T — METTLER (Zurich, Suica);

Balanca analitica, modelo P1000ON — METTLER (Zurich, Suica);

Centrifuga refrigerada, modelo 22R- BECKMAN COULTER (Brea, CA, EUA);
Centrifuga refrigerada automatica, modelo Super Speed RC - 2B -
SORVALL (Newtown, CT, EUA);

Destilador de agua, modelo 016, FABBE-PRIMAR (Séo Paulo, SP, Brasil);
Espectrofotdmetro, modelo Ultrospec 2100 pro, AMERSHAM BIOSCIENCES
(Pittsburgh, PA, EUA);

Freezer -20° C, modelo 0651 — PROSDOCIMO (S&o Paulo, SP, Brasil);
Freezer -40° C, modelo AB 240 — METALFRIO (Sao Paulo, SP, Brasil);
Freezer -80° C, modelo 8425 — FORMA SCIENTIFIC (Marietta, OH, EUA);
Leitor de placas de microtitulacdo modelo MR 400 DYNATECH, (Bethesda,
EUA);

Placas de microtitulagdo com fundo em “U” - DYNATECH (Chantilly, EUA);
Ponteiras sem filtro, volumes de 10 a 1000 pL — AXYGEN (Union, EUA)
Sistema de purificacdo de agua Milli-Q plus — MILLIPORE (Bedford, MA,
EUA);

Vortex, modelo vortex mixer, FISHER SCIENTIFIC (Pittsburgh, PA, EUA).
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3.1.2 Principais reagentes para biologia molecular

Agarose — INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

Ampicilina — SIGMA (St. Louis, MO, EUA);

Brometo de etidio — LKB — PRODUKTER AB (Bromma, Suécia);

Enzimas de restricio — FERMENTAS (Burlington, ON, Canada);

Extrato de levedura — DIFCO (Séo Paulo, SP, Brasil);

Marcador de peso molecular 100pb Gene Ruler'™™ — FERMENTAS

(Burlington, ON, Canada);

v’ Sistema para extragdo de DNA maxi-prep QIAGEN — QIAGEN (Hilden,
Alemanha);

v' Triptona - Bacto™ Tryptone — BECTON DICKINSON (Sparks, MD, USA).

DN N N N NN

3.1.3 Materiais utilizados na administracdo direta de DNA plasmidial

seguida de eletroporacao

v' Eletrodos do tipo placa (um par) de platina pura de 5,5 x 2,0 x 3,0 mm nédo
invasivos HERAEUS VECTRA DO BRASIL (Sao Paulo, SP, Brasil);

v' Eletroporador de tecidos bioldgicos, construido in house (Sao Paulo, SP,

Brasil);

Fio de sutura Caajara — CAAJARA (Cotia, SP, Brasil);

Gel eletrocondutor Flexor — FLEXOR (Sertéozinho, SP, Brasil);

Hialuronidase - Hyalozima 2.000 UTR — APSEN (Sé&o Paulo, SP, Brasil);

Laminas Chrome platinum BIC — BIC (Manaus, AM, Brasil);

Quetamina - Cetamin — SYNTEC (Hortolandia, SP, Brasil);

Seringas BD Ultra — Fine Il — BECTON DICKINSON (Franklin Lakes, NJ,

EUA);

Seringas descartaveis de 1 mL — INJEX (Ourinhos, SP, Brasil);

v' Xilazina - Xilazin — SYNTEC (Hortolandia, SP, Brasil).

AN N N RN

<\
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3.1.3.1 Plasmideo utilizado

v' Plasmideo pUC-UBI-hGH, que contém o promotor da ubiquitina C (posicao —
1464 a -15) e a sequéncia gendémica do hGH (2152 pb). Foi gentilmente

cedido pelo Dr. T. G. Jensen (The Kennedy Institute, Glostrup, Dinamarca).

3.1.3.2 Animais utilizados

v' Camundongos andes imunodeficientes da linhagem CB17-Ghrhr lit/+ Prkdc
scid/Bm, mais conhecidos como lit/scid, que possuem uma mutagcao
espontanea de origem recessiva no cromossomo 6, que origina 0 nanismo
(Deitel e col., 2002) e outra mutacdo autossdmica recessiva originada no
gene Prkdc, situada no cromossomo 16, que Ihes confere uma
imunodeficiéncia severa. Foram obtidos por intermédio do Dr. W. Beamer
(The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA).

v Camundongos da linhagem isogénica Scid, que possuem a mesma
imunodeficiéncia dos camundongos lit/scid, porém sem a mutacdo que
origina 0 nanismo.

Os animais utilizados neste trabalho, por possuirem uma imunodeficiéncia
severa, sao mantidos em microisoladores, dentro de uma é&rea de criacdo
controlada do Biotério do IPEN/CNEN-SP e todos os materiais utilizados para a
manutencdo sao previamente esterilizados. S&8o0 mantidos nas seguintes
condi¢des de criacao:

— Temperatura ambiente: 22 + 2° C;

= lluminacao artificial com ciclo circadiano de 12 horas de luz / 12
horas de escuridao;

— Racao e agua ad libitum.

Os grupos foram compostos por camundongos machos e fémeas, na
mesma propor¢cao, com idade entre 60 e 90 dias. A utilizagdo destes animais
neste projeto foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do IPEN
(Parecer — Projeto n° 11/CEPA-IPEN/SP de 27/10/2006).
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3.1.4 Material utilizado na administracao de r-hGH

v' Preparacao de hGH recombinante altamente purificada - IPEN — CNEN / SP
(Séo Paulo, SP, Brasil); (Ribela e col., 1993; Oliveira e col., 1999).

3.1.5 Principal reagente utilizado na dosagem de glicose

v' Sistema comercial especifico glicose PAP Liquiform — LABTEST (Lagoa
Santa, MG, Brasil).

3.1.6 Principal reagente utilizado na dosagem de mIGF-I

v' Quantikine mouse/rat IGF-I immunoassay — R&D SYSTEM (Minneapolis,
MN, EUA).

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencéo do plasmideo pUC-UBI-hGH

Bactérias competentes E. coli DH5a foram transformadas com o plasmideo
pUC-UBI-hGH. A amplificacdo do plasmideo foi realizada utilizando procedimento
padrao em meio LB com ampicilina e para a purificagao foi utilizado o sistema
comercial de maxi-prep da Qiagen.

A quantificacdo do plasmideo purificado foi realizada por leitura
espectrofotométrica, e antes de cada administragdo nos animais, foi realizada
uma analise de restricdo com as enzimas Bam HI e Eco RI, para verificar a

presenca do inserto correspondente a sequéncia gendmica do hGH (2152 pb).
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3.2.2 Pré — ensaios

Antes dos ensaios de administracdo de DNA plasmidial ou de injecbes
diarias de r-hGH, foram realizados pré-ensaios durante 10 dias consecutivos,
onde os camundongos lit/scid foram pesados diariamente e, aqueles que
apresentaram uma variagcdo de + 3% do peso durante este periodo, foram
eliminados (Bellini & Bartolini, 1993; Bellini e col., 1998).

3.2.3 Administracéo in vivo do DNA plasmidial seguida de eletroporacgéo

Os camundongos lit/scid foram previamente anestesiados com uma mistura
de xilazina e quetamina, via intraperitoneal. Os pélos da regido do musculo
quadriceps direito foram raspados, o musculo foi exposto e foi injetada a enzima
hialuronidase (20 U/50 pL). Ap6s 30 minutos, foram injetados 50 pg do plasmideo
pUC-UBI-hGH, solubilizado em solucdo salina, em um volume de 50 pL/animal.
Em seguida, foi realizada a eletroporacdo neste musculo, utilizando os
parametros ja padronizados anteriormente: 8 pulsos de 20 ms e 0,5 s de intervalo
e 50 V (Oliveira e col., 2010). Os animais foram submetidos a pesagens
constantes durante o tratamento.

Como controle, foi administrada solucdo salina em um volume de

50 pL/animal, em todos os experimentos.

3.2.4 Administracdo diaria de horménio de crescimento humano

recombinante (r-hGH)

Para as administracdes diarias de r-hGH, foi escolhida a dose de 2 x 5
pg/animal, por ser equivalente a uma secrecdo diaria de aproximadamente 1,9
ng/mL de hGH (Bellini e col., 2003), préximo a secrecéo obtida nos camundongos
lit/scid tratados com DNA plasmidial contendo o gene do hGH (Oliveira e col.,
2010).
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Foram realizadas duas injecdes diarias (9h e 16h) de 5 pg r-hGH,
solubilizado em 50 pL de solucdo salina / animal, em camundongos lit/scid

durante 28 dias consecutivos, com pesagens diarias ao longo do tratamento.

3.2.5 Realizacdo de medidas de comprimento e obtencdo de sangue e
orgaos

Foram realizadas medidas de comprimento total do corpo e da cauda,
enquanto 0s animais permaneciam anestesiados, antes do inicio de cada
tratamento.

O sangue foi retirado via cavidade retro-orbital, os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical e foram realizadas as medidas finais do
comprimento total do corpo e da cauda. Os seguintes 6rgaos foram dissecados e
pesados imediatamente: rim direito e esquerdo, figado, baco, coragdo, musculos
gastrocnémios direito e esquerdo e musculos quadriceps direito e esquerdo. Os
camundongos Scid utilizados como controles de crescimento normal foram
submetidos ao mesmo processo ao final do acompanhamento de 50 dias.

O sangue foi processado em plasma para dosagem de glicose e de
mIGF-I.

3.2.6 Dosagem de glicose

Foi utilizado o sistema comercial especifico Glicose PAP Liquiform para
determinacao de glicose. Este sistema baseia-se em uma reac¢do oxidativa, onde
ocorre a formacdo de um composto vermelho, cuja intensidade de cor é
proporcional a concentracdo de glicose na amostra. O limite de deteccdo € de
0,41 mg/dL e os niveis de glicose no plasma dos animais foram determinados em

um leitor de placas de microtitulagdo na absorbancia de 490 nm.
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3.2.7 Dosagem de mIGF-I

Foi utilizado o sistema Quantikine mouse/rat para determinagdo de mIGF-I
no plasma dos camundongos. E um método imunoenzimatico quantitativo do tipo
“sanduiche”, onde uma microplaca de 96 pocos é revestida com um anticorpo
monoclonal especifico e o anticorpo policlonal de deteccdo € conjugado a
peroxidase. A dose minima de deteccdo € de 3,5 pg/mL de mIGF-I e a leitura foi

realizada em um leitor de placas de microtitulacdo na absorbancia de 450 nm.

3.2.8 Célculo da porcentagem de crescimento méaximo obtido

Os parametros de crescimento avaliados para os camundongos lit/scid
tratados com o DNA plasmidial foram comparados aos de camungongos Scid,
utilizados para a determinacéo de valores de crescimento de um camundongo

normal, denominados como crescimento maximo possivel (C.M.P.).

A porcentagem de crescimento maximo obtido (C.M.O), em peso ou
comprimento, para camundongos tratados com o DNA plasmidial foi calculada por

meio da seguinte férmula:

(C.M.P.) Peso Scid — Pesocontrole = X

I
<

(C.M.0O.) Peso tratado — Peso controle

Porcentagem de crescimento maximo  mm) Y_ x 100
X

3.2.9 Analise estatistica

As comparacdes entre todos o0s parametros de crescimento foram

realizadas por meio do teste t de Student, considerando nao-significativo P> 0,05.

Os dados foram reportados como valores médios + desvio-padréo (DP).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do crescimento de camundongos lit/scid, ap6s a injecao

direta de DNA plasmidial ou salina, seguida de eletroporacéo

Utilizando as condi¢Bes padronizadas anteriormente em nosso laboratoério
para a injecdo direta do plasmideo pUC-UBI-hGH, seguida de eletroporacao, no
musculo quadriceps direito de camundongos lit/scid (Oliveira e col., 2009; Oliveira
e col., 2010), foi realizado um experimento durante 50 dias com pesagem dos
animais ao longo do tratamento, para avaliar a variacdo de peso corp6reo. Como
pode ser observado na Figura 3, foi obtido um aumento de 3,10 g (33,4%), entre o
peso final e o inicial do grupo tratado com o DNA plasmidial, apresentando uma
inclinacdo da curva de 0,0642 + 0,0056 g / camundongo / dia. Para o grupo salina,
a diferenca foi de 1,03 g (11%), e a inclinagéo da curva de 0,0213 £ 0,0008 g /
camundongo / dia, com uma diferenca significativa (P<0,005) entre as inclinacdes
dos dois grupos.

Variacao de peso (g/camundongo)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (dias)
Figura 3: Variagdo de peso de camundongos lit/scid (n=13 animais/grupo), apés

administracdo unica de 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH (#) ou de salina (),

seguida de eletroporacéo.
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O aumento médio do comprimento da cauda foi de 5,6% para o grupo
tratado e de 2,1% para o grupo controle, e o comprimento total, medido do nariz &
cauda, apresentou um aumento médio de 9,2% para o grupo tratado e de 1,8%
para o grupo salina (Tabela 1). Todos os parametros de crescimento avaliados
quando comparadas as medidas finais em relagdo as iniciais do mesmo grupo,
foram altamente significativos (P<0,001) para o grupo tratado e significativo
apenas 0 aumento de peso corpdreo para o grupo controle.

Quando comparadas as medidas finais entre o grupo tratado com o DNA
plasmidial e controle, foram significativas (P<0,001) o aumento de peso corpéreo

e 0 comprimento total do corpo.
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Tabela 1: Parametros de crescimento de camundongos lit/scid, apds 50 dias da

administracdo intramuscular de 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH ou de salina,

seguida de eletroporagéo, e de camundongos Scid com 3 meses e % de idade e

sem tratamento (n=13 animais / grupo)

Parametro de Antes do Final do Aumento X
crescimento tratamento tratamento inicial px!
(média+ DP)  (média + DP) (%)
Peso corporeo (Q)
Controle (salina) 9,37 £ 0,85 10,40 £ 1,06 11,0 P<0,02
pUC-UBI-hGH 9,29 + 1,26 12,39 + 0,90 33,4 P<0,001
Scid L 19,18 + 2,42 L L
Comprimento da
cauda (cm)
Controle (salina) 6,05+ 0,17 6,18 + 0,36 2,1 n.s. *?
pUC-UBI-hGH 6,02 + 0,20 6,36 + 0,18 5,6 P<0,001
Scid . 7,96 + 0,44 - .
Comprimento total
do corpo (cm)
Controle (salina) 12,48 £ 0,43 12,71 £ 0,61 1,8 n.s. *?
pUC-UBI-hGH 12,47+0,32 13,62 +0,33 9,2 P<0,001
Scid 16,23 +0,61

*1 Entre final e antes do tratamento; **n. s. (ndo significativo): P>0,05.

Apoés a retirada do sangue para quantificacdo de glicose e de mIGF-I,

foram dissecados e pesados imediatamente 0s seguintes Orgaos: musculos

quadriceps direito e esquerdo, musculos gastrocnémios direito e esquerdo, baco,

figado, rins direito e esquerdo e coracao.

Quando foram comparados os pesos dos O0rgaos do grupo tratado com o

plasmideo pUC-UBI-hGH em relacdo aos do grupo salina (controle), o musculo

quadriceps direito, rins direito e esquerdo, baco, figado e coracdo apresentaram

diferencas altamente significativas (P<0,001). O musculo quadriceps esquerdo do
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grupo tratado foi significativamente maior (P<0,005) e n&o houve diferenca
significativa (P>0,05) de peso dos musculos gastrocnémios direito e esquerdo
entre os dois grupos (Tabela 2).

A porcentagem relativa do peso do 6rgdo sobre o peso total foi superior
para todos os 6rgaos do grupo tratado com o DNA plasmidial, exceto para os
musculos gastrocnémios direito e esquerdo do grupo controle que foram
ligeiramente superiores. Observou-se um aumento mais pronunciado para o
musculo quadriceps direito do grupo tratado com o DNA plasmidial, quando
comparado com o grupo de camundongos Scid, indicando uma acao autécrina /

paracrina e sistémica (enddécrina) do GH ou do IGF-I secretado localmente.



Tabela 2: Pesos de 6rgdos dissecados de camundongos lit/scid apos 50 dias da administracdo intramuscular de 50 pg do

plasmideo pUC-UBI-hGH ou salina, seguida de eletroporacédo, e de camundongos Scid com 3 meses e % de idade sem tratamento

(n=13 animais / grupo)

Média dos pesos + DP (mg)

Peso do 6rgéo/peso total (%)

Orgéo Controle (salina) pUC-UBI-hGH Scid Controle pUC-UBI-hGH  Scid
(salina)
Musculo quadriceps direito 50,05 + 9,57 74,14 + 13,06 ** 105,79 £ 22,35 0,48 0,59 0,55
Musculo quadriceps esquerdo 38,92 +6,11 50,97 + 12,29 *2 96,25 +18,22 0,38 0,41 0,50
Musculo gastrocnémio direito 58,35 + 6,98 64,21 + 11,31 * 105,92 + 20,73 0,56 0,52 0,55
Musculo gastrocnémio esquerdo 57,91 +9,81 59,45 + 7,94 *° 91,21 +20,93 0,56 0,48 0,48
Rim direito 58,95+ 7,78 77,15 + 14,70 * 152,03 + 28,20 0,56 0,62 0,79
Rim esquerdo 56,30 £ 8,02 73,15 + 13,59 * 148,64 + 29,35 0,54 0,59 0,77
Baco 41,92 +9,42 63,50 + 12,89* 1 ** 82,45 + 16,90 0,41 0,51 0,43
Figado 341,65 * 36,85 452,20 + 63,42 ** 824,81 + 128,20 3,30 3,65 4,30
Coracao 47,56 + 3,54 58,76 + 6,00 ** 112,22 +16,95 0,46 0,47 0,59

Significancia entre o grupo tratado (pUC-UBI-hGH) e controle (salina): *' para P<0,001, ** para P<0,005; ** para ndo significativo (P>0,05);
** n=10 (3 animais com baco de tamanho anormal).

N
o
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A porcentagem de crescimento maximo dos 6rgéos e tecidos avaliados dos
camundongos lit/scid tratados em relacdo aos camundongos normais Scid
encontra-se na Tabela 3. O grupo tratado apresentou um aumento do peso
corporeo de 22,7% e um aumento do comprimento total do corpo de 25,9%, em
relacdo aos camundongos Scid, que evidenciam taxas significativas de
crescimento. O musculo quadriceps direito, onde é realizada a injecdo do DNA
plasmidial, apresentou uma das maiores taxas de crescimento (43,2%), e esta &
diretamente derivada do efeito autdcrino/paracrino e endocrino do GH observado
com a utilizacdo desta técnica. Os 6rgédos dos camundongos do grupo tratado que
tiveram um aumento de peso superior a 20% em relacdo aos Scid foram o baco e

o figado.



Tabela 3: Porcentagem de crescimento maximo dos 6rgdos e tecidos obtido nos camundongos lit/scid tratados com o

plasmideo pUC-UBI-hGH, apés 50 dias, comparados com camundongos normais (Scid) de mesma idade (n=13 animais / grupo)

Crescimento maximo

Parametros Salina pUC-UBI-hGH Scid _ X

obtido (%)*
Peso corpéreo (g) 10,40 £ 1,06 12,39 £ 0,90 19,18 £ 2,42 22,7
Comprimento da cauda (cm) 6,18 £ 0,36 6,36 £ 0,18 7,96 £ 0,44 10,1
Comprimento total do corpo (cm) 12,71 £0,61 13,62 £ 0,33 16,23 £ 0,61 25,9
Musculo quadriceps direito (mg) 50,05 + 9,57 74,14 + 13,06 105,79 + 22,35 43,2
Musculo quadriceps esquerdo (mg) 38,92 +6,11 50,97 £ 12,29 96,25 + 18,22 21,0
Musculo gastrocnémio direito (mg) 58,35 + 6,98 64,21 +11,31 105,92 £ 20,73 12,3
Musculo gastrocnémio esquerdo (mg) 57,91 +9,81 59,45 + 7,94 91,21 £ 20,93 4,6
Rim direito (mg) 58,95 +7,78 77,15+ 14,70 152,03 + 28,20 19,6
Rim esquerdo (mg) 56,30 + 8,02 73,15+ 13,59 148,64 £ 29,35 18,3
Baco (mg) 41,92 £9,42 63,50 +£ 12,89 82,45 + 16,90 53,2
Figado (mg) 341,65 * 36,85 452,20 + 63,42 824,81 + 128,20 22,9
Coracao (mg) 47,56 + 3,54 58,76 + 6,00 112,22 + 16,95 17,3

*l As porcentagens de crescimento maximo obtido foram calculadas considerando que as diferencas entre o grupo de

camundongos Scid e lit/scid controles representariam os crescimentos maximos possiveis (100%), como melhor descrito

em Métodos .

(44



23

4.2 Comparagao entre o crescimento obtido ap6s a administragdo direta do
plasmideo pUC-UBI-hGH, seguida de eletroporacdo, ou apdés injecbes de

hGH recombinante

Foi realizado um segundo experimento para comparar os efeitos de uma
administrac@o Unica do plasmideo pUC-UBI-hGH, seguida de eletroporagéo, com
administracdes diarias de hGH recombinante (r-hGH), durante 28 dias.

A administracéo direta do plasmideo pUC-UBI-hGH ou salina foi realizada
nas condi¢des ja padronizadas anteriormente, e para o grupo tratado com r-hGH
foram realizadas 2 inje¢cBes intraperitoneais diarias de 5 pg de r-hGH em
camundongos lit/scid. Foram feitas pesagens diarias para determinar a variacao
de peso de cada grupo.

Na Figura 4, sdo apresentadas as variagOes de peso dos grupos tratados
com o DNA plasmidial, salina ou r-hGH. A diminuicdo do peso no inicio das
curvas dos grupos tratados com DNA ou salina € claramente devida a cirurgia a
gue foram submetidos, sendo que 0 mesmo ndo aconteceu com 0s animais do

grupo tratado com r-hGH.

4.0 -
3.5
3.0 +
2.5 4
2.0 4
1.5 1
1.0 +
0.5 4
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Tempo (dias)

Varia¢do de peso (g/camundongo)

S
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L
o
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Figura 4: Variacdo de peso de camundongos lit/scid apds administracdo Unica de
50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH (#) ou de salina (&), seguida de
eletroporagdo, ou apds duas injecdes diarias de 5 pug de r-hGH (m ), durante 28

dias.



24

Neste experimento, quando avaliados os pesos corporeos finais em relacao
aos iniciais, houve um aumento significativo do grupo tratado com o pUC-UBI-
hGH de 23,1% (P<0,01) e a inclinacdo da curva de variacdo de peso foi de 0,094
+ 0,006 g / animal / dia; para o grupo tratado com r-hGH um aumento de 35,5%
(P<0,001) e uma inclinagao da curva de 0,095 + 0,006 g/ animal/dia. O peso do
grupo controle aumentou 0,9% (P<0,05), ao final do tratamento e apresentou uma
inclinacdo da curva de 0,022 + 0,005 g / animal / dia. Os pesos corporeos finais
foram significantemente maiores para o grupo tratado com o DNA plasmidial
(P<0,005) e com r-hGH (P<0,001), quando comparados com o grupo controle.

As medidas iniciais do comprimento da cauda e do comprimento total do
corpo ndo foram determinadas para o grupo tratado com r-hGH, uma vez que
estes animais nao foram anestesiados para a injecdo do hormonio recombinante.
Foram significativos para o grupo tratado com o DNA plasmidial, o aumento do
comprimento da cauda (P<0,001) e do comprimento total do corpo (P<0,005),
guando analisadas as medidas finais em relacdo as iniciais. Porém estes
parametros ndo foram significativos quando comparados ao grupo controle no
final do tratamento (Tabela 4).

Quando comparados os parametros de crescimento entre 0S grupos
tratados com DNA ou com o horménio recombinante, foi significativo o aumento
de peso corpéreo do grupo do r-hGH (P<0,005) em relacdo ao grupo do DNA
plasmidial, porém ndo foram obtidas diferencas significativas para o comprimento

da cauda e comprimento total do corpo entre os dois grupos.
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Tabela 4: Parametros de crescimento de camundongos lit/scid, apdés 28 dias da

administracdo Unica de 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH ou de salina, seguida de

eletroporacéao, ou de injecdes diarias de hGH recombinante (r-hGH) (2x5 pg/dia/animal)

A Antes do Final do Aumento
Parametro de 1 ) o 3
. tratamento n* tratamento n** versus inicial P*
crescimento _ o
(média = DP) (média = DP) (%)

Peso corporeo (Q)
Controle (salina) 8,53+0,98 8 8,61+1,34 5 0,9 P<0,05
pUC-UBI-hGH 9,35+1,25 10 11,51+1,71 7 23,1 P<0,01
r-hGH 10,23+0,92 11 13,86+0,95 11 35,5 P<0,001
Comprimento da
cauda (cm)
Controle (salina) 5,60 £ 0,32 8 6,10 £ 0,44 5 8,9 P<0,05
pUC-UBI-hGH 572+ 0,26 10 6,27+£0,21 7 9,6 P<0,001
r-hGH — 11  6,57+0,38 11 — —
Comprimento total
do corpo (cm)
Controle (salina) 11,85+0,61 8 12,63 £ 0,68 5 6,6 n.s. *
pUC-UBI-hGH 12,08+0,61 10 1324+0,69 7 9,6 P<0,005
r-hGH — 11  13,75+0,53 11 — —

*1 Antes do tratamento; *? final do tratamento; *

*n. s. (ndo — significativo): P>0,05.

3

entre final e antes do tratamento;



As diferencas dos pesos dos 6rgdos dissecados do grupo tratado com DNA
plasmidial, quando comparadas com o grupo controle, foram significativas para os
seguintes orgdos: musculo quadriceps direito (P<0,02), musculos gastrocnémio
direito e esquerdo (P<0,02), rim direito (P<0,02) e figado (P<0,05). E quando
comparado o grupo tratado com r-hGH e controle, apenas o bago n&o apresentou
diferenca significativa entre os dois grupos (Tabela 5).

Os o6rgaos do grupo tratado com o r-hGH que ndo apresentaram diferencas
significativas de peso, quando comparados com o grupo tratado com o DNA
plasmidial, foram o rim direito, rim esquerdo, baco e musculo quadriceps direito.
Foram significativos os aumentos de peso do quadriceps esquerdo (P<0,005),
figado (P<0,001), coracao (P<0,001), gastrocnémio direito (P<0,001) e esquerdo
(P<0,02).

A porcentagem relativa ao peso do 6rgdo sobre o peso total foi superior
para o grupo tratado com o DNA plasmidial para os rins direito e esquerdo e
musculo quadriceps direito, neste ultimo possivelmente devido a uma somatoria
de efeitos locais (autécrino e paracrino) com os efeitos sistémicos (enddcrinos) do
GH ou dos seus efetores, como o IGF-l, apés a administracdo do plasmideo
pUC-UBI-hGH.
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Tabela 5: Pesos de 6rgdos dissecados de camundongos lit/scid, ap6s 29 dias da administracao

50 ug do plasmideo pUC-UBI-hGH ou de salina, seguida de eletroporacéo, ou apos injecdes diarias de hGH recombinante

(r-hGH) (2 x 5 ug / dia / animal)

intramuscular

Média dos pesos + DP (mg)

Peso do orgéo/peso total (%)

Orgéo Controle (salina) pUC-UBI-hGH r-hGH Controle pUC-UBI-hGH  (-hGH
(salina)

n=5 n=7 n=11 n=5 n=7 n=11
Musculo quadriceps direito 47,82 + 15,40 73,07 +1544* 84,73 + 14,30* 0,56 0,63 0,61
Musculo quadriceps esquerdo 46,80 + 24,02 57,71+12,90* 83,55+ 19,03 * 0,54 0,50 0,60
Musculo gastrocnémio direito 40,82 + 9,70 56,20 +8,30 ** 80,82 + 13,01 ** 0,47 0,49 0,58
Musculo gastrocnémio esquerdo 37,22 + 7,86 53,82 + 10,98 ** 73,18+ 17,49 *! 0,43 0,47 0,53
Rim direito 58,82 + 7,81 86,57 +19,09* 94,45+ 17,23+ 0,68 0,75 0,68
Rim esquerdo 61,64 + 4,28 77,70 £20,29* 96,82 + 19,19 *? 0,72 0,68 0,70
Baco 74,08 + 43,41 64,73 +19,69* 75,91 + 36,76 *° 0,68 0,56 0,55
Figado 308,70 + 65,54 432,74 + 105,27 ** 627,64 + 88,52 *! 3,59 3,76 4,53
Corac&o 49,22 + 14,09 57,46 + 16,46 *°> 87,27 +14,17 ** 0,57 0,50 0,63

Significancia entre o grupo tratado com pUC-UBI-hGH ou com rhGH e controle: ** P<0,001; ** P<0,005; ** P<0,02; ** P<0,05;

*> ngo-significativo (P>0,05).
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4.3 Dosagem de glicose no plasma de camundongos lit/scid tratados com o
plasmideo pUC-UBI-hGH ou salina, juntamente com eletropora¢édo, ou com

r-nGH e de camundongos somente imunodeficientes (Scid)

A taxa de glicose no plasma de camundongos lit/scid apds tratamento com
o DNA plasmidial apresentou um aumento significativo (P<0,05), quando
comparada ao grupo controle (salina) apdés 7 dias da administracdo, e nao foi
significativa para o grupo tratado com r-hGH e controle(Tabela 6). Apos 28 dias,
essas dosagens ndo apresentaram diferencas significativas, quando comparados
o grupo tratado com DNA plasmidial com os grupos controle e tratado com r-hGH.
No experimento de administracdo do DNA plasmidial durante 50 dias ndo houve
diferencas significativas entre o grupo tratado e controle, ou com os camundongos
Scid sem tratamento e da mesma idade. Foi observada, porém, uma alta
variabilidade de resposta entre os animais e um aumento da concentracdo de

glicose com a idade, com coeficiente de correlacdo significativo (P<0,01).

Tabela 6: Concentracdes plasmaticas de glicose em camundongos lit/scid tratados
com pUC-UBI-hGH ou salina, juntamente com eletroporacdo, ou com r-hGH, e em

camundongos Scid sem tratamento.

Grupo Duracao do n Glicose
tratamento (dias) (mg/dL)
Salina 7 3 79,09 + 1,57
pUC-UBI-hGH 7 3 93,79 + 2,66
r-hGH 7 3 79,55 + 8,42
Salina 28 5 89,36 + 24,06
pUC-UBI-hGH 28 7 102,40 + 20,14
r-hGH 28 11 104,97 + 12,34
Salina 50 13 104,38 + 19,82
pUC-UBI-hGH 50 13 117,02 + 18,73

Scid 13 101,85 + 16,65
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4.4 Determinacdo das concentracdes plasmaticas de mIGF-I em
camundongos Scid e em camundongos lit/scid tratados com o plasmideo
pUC-UBI-hGH ou salina, juntamente com eletroporacéo, ou com injecdes de
r-hGH

As concentracfes de mIGF-1 no plasma de camundongos lit/scid apds o
tratamento com o plasmideo pUC-UBI-hGH apresentaram diferencas altamente
significativas (P<0,001), quando comparadas ao grupo controle (salina) apos 7, 28
e 50 dias (Tabela 7). Entre o grupo tratado com DNA plasmidial e o tratado com r-
hGH, houve diferenca significativa (P<0,005) nos niveis de mIGF-I ap6s 7 dias,
mas essa diferenca nao foi significativa no final do tratamento de 28 dias. Quando
comparados os niveis de mIGF-1 do grupo tratado com r-hGH e controle, foram
significativas as diferencas apés 7 (P<0,01) e 28 (P<0,005) dias do tratamento.

Foram também determinadas as concentragdes de mIGF-l em amostras de
plasma de camundongos lit/scid sem tratamento, com idade correspondente a dos
camundongos tratados durante 50 dias com o DNA plasmidial, para comparar
com os niveis de mIGF-I dos camundongos do grupo controle deste experimento,
e nao houve diferenca significativa destas concentragdes entre os dois grupos.
Observamos também uma correlagdo significativa (P<0,05) entre a idade e os
valores de mIGF-I nos animais controles.

Pode-se enfatizar portanto, que mesmo nao tendo havido claramente uma
normalizagédo dos valores de mIGF-I nos camundongos tratados com o DNA ou
com a proteina em relacdo aos camundongos Scid, a presenca de concentracdes
mais elevadas no plasma dos animais injetados com o plasmideo € um fato

interessante e gue merece ser melhor avaliado.



Tabela 7: Concentracdes plasmaticas de mIGF-1 em camundongos lit/scid apds diferentes tempos da administracédo Unica de 50 ug

do plasmideo pUC-UBI-hGH ou salina, seguida de eletroporagéo, ou inje¢des diarias de r-hGH e em camundongos Scid

Grupo de animais mIGF-I (ng / mL) px! p*? C.V. ** (%)
lit/scid - 7 dias

salina (n=3) 14,0+ 3,3 - - 23,6
pUC-UBI-hGH (n=3) 94,2+ 15,1 P<0,001 P <0,005 16,0
r-hGH (n=3) 39,3+8,1 P<0,01 20,6
lit/scid - 29 dias

salina (n=5) 17,3+1,8 N 10,5
pUC-UBI-hGH (n=7) 92,1 + 20,7 P< 0,001 n.s. ** 22,5
r-hGH (n=7) 73,4+27,1 P< 0,005 36,9
lit/scid - 50 dias

salina (n=10) 27,2+8,1 - - 29,8
pUC-UBI-hGH (n=10) 119,3+19,0 P< 0,001 - 15,9
sem tratamento (n=6) 24,0£6,7 n.s. * - 27,9
Scid sem tratamento (n=7) 371,4+456  pP<0,001 *° — 12,3

*1 Significancia entre o grupo tratado com pUC-UBI-hGH ou r-hGH e controle;

*2 Significancia entre o grupo tratado com pUC-UBI-hGH e r-hGH;

*3C. V: coeficiente de variagéo; ** n. s. (ndo-significativo) : P> 0,05;

*> Sjignificancia entre o grupo lit/scid sem tratamento e o grupo lit/scid tratado com salina

*® Sjgnificancia entre o grupo tratado com pUC-UBI-hGH apés 50 dias e camundongos Scid.
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5. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos utilizando a injecdo direta do plasmideo
pUC-UBI-hGH, seguida de eletroporagdo, em camundongos lit/scid (Oliveira e
col., 2009; Oliveira e col, 2010), buscou-se compreender melhor os efeitos
autdcrinos / paracrinos e enddécrinos, resultantes desta nova estratégia de terapia
para a correcdo dos efeitos fenotipicos resultantes da deficiéncia de GH, em
substituicdo ao tratamento padrdo com o horménio recombinante.

No presente trabalho, a administracdo do plasmideo pUC-UBI-hGH,
seguida de eletroporacdo, em camundongos lit/scid, resultou em um aumento
altamente significativo (P<0,001) do peso corporeo de 33,4% do grupo tratado,
qgquando comparado ao aumento de 11% do grupo controle. Além disso, a
inclinacdo de variacdo de peso corplreo entre o grupo tratado com o DNA
plasmidial foi significativamente diferente quando comparada com a do grupo
controle (0,0642 versus 0,0213 g / animal / dia; P<0,005). Outras técnicas de
medidas foram utilizadas para avaliar o crescimento além do aumento de peso
corporeo, pois este parametro, apesar de ser bastante utilizado para determinar a
atividade biolégica e a poténcia de preparacfes de GH (Bellini & Bartolini, 1993),
poderia ndo fornecer todas as informacBes necessérias para avaliar o
crescimento longitudinal, permitindo possiveis conclusdes incorretas influenciadas
pela retencéo de liquido ou adiposidade (Palmer e col., 2009).

O aumento final do comprimento total do corpo do do grupo tratado (9,2%)
foi altamente significativo (P<0,001) em relacdo ao aumento do grupo controle
(1,8%). Apesar de nédo ter apresentado uma diferenca significativa para o
aumento do comprimento da cauda entre os grupos tratado (5,6%) e controle
(2,1%), a unica administracdo do DNA plasmidial, foi eficiente e garantiu um
crescimento maior para a maioria dos parametros analisados. Este fato torna
potencialmente eficaz a utilizacdo da transferéncia in vivo deste plasmideo para
finalidade de terapia génica de GH, além de evitar os inconvenientes das
manipulacbes in vitro e do posterior transplante in vivo, como ocorre na

transferéncia ex vivo (Ratanamart e col., 2006).
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Oliveira e col. (2010) ap6s padronizar o protocolo de administracdo de DNA
plasmidial, seguida de eletroporacao, utilizado neste trabalho, obtiveram secrecao
de hGH com niveis da ordem de 1,5 — 3,0 ng/mL durante 60 dias, apos
administracdo Unica do plasmideo pUC-UBI-hGH, seguida de eletroporacéo. Este
tratamento portanto, além de ter proporcionado um crescimento total do corpo e
aumento de peso corporeo altamente significativos, quando comparados ao grupo
controle, possui a capacidade de expressar, por pelo menos 60 dias, niveis de
hGH no soro dos camundongos lit/scid da mesma ordem dos 1,9 ng hGH / mL
obtidos apds a administracdo de 10 ug / dia do hormonio recombinante (Bellini e
col., 2003).

Os o6rgédos dissecados foram escolhidos baseando-se em trabalhos nos
quais foram analisadas as mudancas de composicdo corpOrea resultantes de
tratamentos para normalizar o crescimento (Sondergaard e col., 2003; Palmer e
col., 2009; Khan e col., 2010). Foram também dissecados o musculo quadriceps
direito, por ser o 6rgdo onde foi realizada a administracdo do DNA plasmidial, e o
musculo quadriceps esquerdo para avaliar o crescimento resultante dos efeitos
autécrinos / paracrinos e endocrinos derivados do tratamento proposto.

Apbs 50 dias de tratamento, o aumento do peso dos musculos quadriceps
direito do grupo tratado foi 48% superior ao mesmo 6rgdo do grupo controle, e o
do mausculo quadriceps esquerdo do grupo tratado foi de 31%, aumentos
derivados dos efeitos locais (autécrinos/paracrinos) e sistémicos (enddcrinos) da
administracdo de DNA plasmidial seguida de eletroporacdo. Porém foi observado
no grupo controle um aumento de 29% do musculo quadriceps direito, em relacao
ao musculo quadriceps esquerdo, o que pode indicar que houve um efeito
inflamatorio resultante da administracdo de salina, seguida de eletroporagédo no
local.

Foi observado um peso superior de todos os orgaos dissecados do grupo
tratado com o DNA plasmidial, quando comparados aos do grupo controle; com
diferencas significativas para o rim direito (31%), rim esquerdo (30%), baco (52%),
figado (32%) e coragéo (24%). Apenas 0s aumentos dos musculos gastrocnémios
direito (10%) e esquerdo (3%) ndo apresentaram diferencas significativas de peso
entre os dois grupos. Os camundongos da linhagem Scid, apresentam a mesma

imunodeficiéncia dos camundongos lit/scid, mas ndo possuem a mutacdo que



causa a deficiéncia de GH, e serviram como parametro de crescimento maximo a
ser obtido apos o tratamento com o DNA plasmidial.

A porcentagem relativa ao peso do oOrgdo sobre o peso total ndo foi
superior apenas para oS musculos gastrocnémios direito e esquerdo do grupo
tratado com DNA plasmidial. O peso do musculo quadriceps direito e do bacgo
ultrapassaram a relacao de peso do 6rgao / peso total dos camundongos Scid, o
primeiro provavelmente em razdo da administracdo do plasmideo ser realizada
neste muasculo e portanto, estar relacionada aos efeitos autdcrino / paracrino e
enddcrino do GH neste local. E o0 segundo provavelmente por ter sido observado
um tamanho anormal do bagco em alguns camundongos (n=3), e pode ser
resultado de algum processo infeccioso ou inflamatério, em raz&o do bago possuir
uma importante funcéo no sistema imunoldgico. Apesar destes camundongos nao
possuirem linfécitos B e T maduros e funcionais, acreditamos que eles podem
desenvolver espontaneamente algum tipo de reacé@o imunologica (Van Duine e
col., 2009).

Observando o parametro de crescimento maximo obtido nos camundongos
lit/scid tratados em relacdo aos camundongos Scid, as maiores porcentagens de
crescimento foram para o muasculo quadriceps direito (43,2%), 0 que confirma a
hiptese de ser em razdo dos efeitos autdcrinos / paréacrinos e endocrinos
resultantes da administracdo de DNA plasmidial no local. Além disso, o baco e o
figado também apresentaram porcentagens de crescimento elevadas, o que
reforca a relacdo com os efeitos enddcrinos resultantes da administracdo do
plasmideo pUC-UBI-hGH, pelo fato destes 6rgdos serem considerados como 0s
mais sensiveis a presenca de niveis mais elevados de GH (Palmer e col., 2009).

Dagnaes-Hansen e col. (2002) administraram o0 mesmo plasmideo pUC-
UBI-hGH mediante transferéncia hidrodinamica, que consiste na aplicacéo rapida
de DNA plasmidial em um volume de solucédo estéril correspondente a 10% do
peso do animal. Em camundongos imunodeficientes (NOD/SCID) e Balb c, estes
autores obtiveram valores altos de hGH no soro que atingiram um pico de
aproximadamente 90 ng / mL e mantiveram-se ao redor de 43 ng / mL durante 30
dias de tratamento. Ao final deste ensaio, 0 peso corporeo do grupo controle
aumentou aproximadamente 13,7%, comparado a 20,1% para o grupo tratado.
Quando utilizaram a mesma técnica de transferéncia, com o mesmo plasmideo

em camundongos imunocompetentes, foram obtidos niveis mais elevados de hGH
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no soro por um periodo de 59 dias apds a inje¢cdo. Mesmo tendo sido detectados
anticorpos anti-hGH, houve um aumento sustentavel dos niveis de IGF-l1 e o
aumento de peso corporeo foi ao redor de 40% apos 29 dias da injecdo de DNA.
O peso do figado destes camundongos aumentou de 5,7% para 8,3%, e 0 peso
relativo do coracdo, rins, figado, bacgo, pulmdes e intestino, aumentou de 23,1%
para 27,5%, apds 17 dias de tratamento.

Apesar da transferéncia hidrodinamica apresentar resultados bastante
interessantes na expressao e secrecdo de hGH, sua aplicacdo apresenta
problemas bastante evidentes para o uso na terapia génica humana para a DGH
(Oliveira e col., 2010).

Em nosso laboratério, apds a administracéo direta do plasmideo pUC-UBI-
hGH, juntamente com eletroporacdo em camundongos imunocompetentes lit/lit,
foram obtidos um menor aumento de peso corpdreo e da massa muscular apés
32 dias do tratamento. Estes fatores podem estar relacionados a uma resposta
imunologica a proteina, especifica para humanos. Os camundongos
imunodeficientes lit/scid utilizados neste trabalho, além da capacidade de
expressar o hGH, possuem uma menor possibilidade de resposta imune, o que
possibilita a realizacdo de ensaios de longa duracdo utilizando estes animais
como modelos para a terapia génica de GH (Bellini e col., 2003; Oliveira e col.,
2010).

Sondergaard e col. (2003), mediante transferéncia hidrodinamica do
plasmideo pUC-UBI-hGH, em camundongos hipofisectomizados, observaram que
a taxa de crescimento do grupo tratado foi semelhante a dos camundongos
normais nao hipofisectomizados (controles), apés um periodo de
aproximadamente 3 semanas para 0 peso corporeo e de 5 semanas para 0
comprimento da cauda. O peso corporeo do grupo tratado, apos este periodo, foi
de 4 a 5 g menor do que o do grupo controle, e ndo houve diferenca significativa
para o comprimento da cauda entre os grupos. Os pesos do baco, coracgao,
pulmbes e figado dissecados foram significativamente maiores para o grupo
tratado com o DNA plasmidial em relacgdo ao grupo de camundongos
hipofisectomizados néo tratados, ou tratados com um plasmideo contendo o gene
da GFP (green fluorescent protein). N&o foram encontradas diferencas

significativas para o figado, pulmdes e bago, quando comparados 0s grupos
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tratados com o DNA plasmidial e o grupo controle; somente o peso do coracao foi
significantemente maior para o grupo controle.

Utilizando também a transferéncia hidrodinamica do plasmideo pUC-UBI-
hGH em camundongos hipofisectomizados, Khamaisi e col. (2007) observaram
gue houve uma corre¢do no crescimento longitudinal, mediante a normaliza¢ao do
comprimento da tibia, do tamanho da cauda e do aumento de peso corpdéreo. O
peso dos rins dos camundongos tratados com o DNA plasmidial foi parcialmente
normalizado e aumentou aproximadamente 53% apo6s 68 dias de tratamento. O
peso do figado foi totalmente normalizado e foi semelhante ao do grupo controle
(n&o-hipofisectomizados). Estes autores acreditam que a normalizacdo do
tamanho do figado pode ser em razdo da maior exposi¢cdo deste 6rgao ao IGF-I,
resultante de um aumento na vascularizacdo devido ao préprio crescimento do
o0rgdo ou a um aumento nas concentracdes locais das IGFBPs (IGF binding
protein).

No estudo comparativo entre a administracdo do plasmideo pUC-UBI-hGH
e as injecdes diarias de horménio de crescimento recombinante humano (r-hGH),
foi observado que, apesar de o aumento de peso corpéreo ter sido
significantemente superior para o grupo tratado com o r-hGH (35,5%) em relag&o
ao aumento observado no grupo tratado com DNA plasmidial (23,1%), a
inclinacdo das curvas foi praticamente a mesma para os dois tratamentos (0,095 +
0,006 g / animal / dia para o r-hGH versus 0,094 + 0,006 g / animal / dia para o
DNA plasmidial). Além disso, ndo foram observadas diferengas significativas nos
comprimentos das caudas e do corpo total ao final do tratamento entre os dois
grupos tratados.

Quando comparados o0s pesos dos 6rgdos dissecados ao final do
tratamento de 28 dias dos grupos tratados com DNA plasmidial e controle, foi
observado um aumento significativo do rim direito (47,2%), figado (40,2%),
quadriceps direito (52,8%), musculos gastrocnémio direito (37,7%) e esquerdo
(44,6%). Para o grupo tratado com r-hGH foi significativo em relagdo ao grupo
controle o aumento do rim direito (60,6%) e esquerdo (57,1%), figado (103,3%),
coracgao (77,3%), quadriceps direito (72,2%) e esquerdo (78,5%), gastrocnémius
direito (98%) e esquerdo (96,6%). Além disso, entre os dois grupos tratados, ndo
foi observado um aumento significativo para o peso dos rins direito e esquerdo,

baco e musculo quadriceps direito.
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O peso do musculo quadriceps esquerdo, apesar de nao ter sido
significativamente superior em relagéo ao grupo controle, apresentou um aumento
de 23,3% apOs quase 1 més de tratamento, 0 que indica que o0 aumento de
ambos 0s musculos quadriceps do grupo tratado esta relacionado a uma
somatéria dos efeitos autdcrinos / paracrinos e enddcrinos derivados da
administrac@o no local do DNA plasmidial. Foi observada também uma diferenca
de apenas 3% entre os musculos quadriceps direito e esquerdo do grupo
controle, o que diminui a possibilidade de ter ocorrido uma inflamacéo no 6rgao
que recebeu a injecdo de salina e eletroporagéo.

Com base nestes dados, € evidente que a administracdo de r-hGH produz
um maior incremento de peso quando comparada ao tratamento com DNA
plasmidial, porém deve ser enfatizado que houve um aumento para a maioria dos
orgdos e tecidos avaliados apés 50 dias do tratamento com DNA plasmidial em
relacdo ao grupo controle.

Khan e col. (2010) realizaram uma comparacao para avaliar as respostas
de crescimento em porcos com 10 dias de idade, apdés a administracdo
intramuscular, seguida de eletroporacdo, de diferentes doses do plasmideo
PGHRH contendo o gene do horménio liberador de GH porcino, ou apés duas
injecdes diarias de hormbénio de crescimento porcino (pGH). Os autores
observaram que ao final de 52 dias do tratamento, ndo havia aumento de peso
significativo entre todos os grupos tratados com o DNA plasmidial ou com o pGH,
e que este parametro foi para todos os grupos tratados significativamente superior
aquele do grupo controle (plasmideo sem o gene do GHRH). O aumento de
massa corpérea magra do grupo tratado com DNA plasmidial foi 10% superior em
relagéo ao grupo controle, ndo houve diferenga significativa no aumento de massa
corpOrea magra para 0 grupo que recebeu a maior e a menor dose do plasmideo
e a taxa de deposicéo de gordura corporal foi similar entre os grupos. O aumento
de peso dos 6rgaos ao final do tratamento foi significativo para o grupo tratado
com o GH recombinante para o coragao e rins, em relagdo ao grupo controle e
tratado com pGHRH. Os autores concluiram que a utlizacdo do plasmideo
pGHRH ¢é efetiva em promover o crescimento de porcos jovens e evita a
necessidade das injecOes frequentes requeridas com o uso do horménio

recombinante.
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Para avaliar a seguranca do tratamento, foi realizada a dosagem dos niveis
de glicose no plasma dos camundongos lit/scid tratados com DNA plasmidial, que
apesar de ter sido superior as taxas do grupo controle e tratado com r-hGH né&o
apresentou diferenca significativa entre os grupos tratados ou controle ao final dos
tratamentos, nem mesmo em comparacdo com os dos camundongos Scid. Este
fato pode indicar que o modelo de terapia génica proposto apresenta-se
potencialmente seguro por manter sob controle os niveis glicémicos dos
camundongos tratados. A exposicdo cronica e acima dos niveis fisiologicos
considerados normais de GH, pode de fato acarretar um antagonismo aos efeitos
da insulina, aumentando a produgéo de glicose, mas diminuindo sua quantidade
nos musculos esqueléticos. Como consequéncia, 0 aumento da concentracdo de
glicose no plasma pode levar o individuo a um estado de diabetes (Jorgensen e
col., 2007; Moller and Jorgensen, 2009; Jorgensen e col., 2010).

A preservacdo da retro-regulacdo (feedback) entre o GH e IGF-I,
semelhante aquela do processo natural, € importante para manter o equilibrio
entre as concentracfes dos dois horménios (Khan e col., 2010). A dosagem de
IGF-1 € bastante utilizada por ser o maior mediador fisiolégico dos efeitos do GH e
por sua secrec¢do estar relacionada aos niveis de GH circulantes (Sondergaard e
col., 2003).

E interessante observar que os niveis de mIGF-l no plasma dos
camundongos lit/scid do grupo tratado com o plasmideo pUC-UBI-hGH foram
sempre superiores as do tratado com r-hGH e controle durante todo o tratamento,
fato que deve ser considerado, apesar de nao ter sido observada uma
normalizacdo dos niveis quando comparadas as dos camundongos Scid.

Khan e col. (2010) verificaram apds 28 dias do tratamento com o DNA
plasmidial (pGHRH), comparando com repetitivas injecbes de GH porcino
recombinante, que a diferenca entre os niveis de IGF-I entre os dois grupos
tratados foram significativamente maiores quando comparados ao grupo controle,
mas apoés 49 dias, os niveis de IGF-I foram significativamente maiores que o do
grupo controle, somente para o grupo que recebeu o GH recombinante. Além
disso, ndo houve uma diferenca significativa entre os grupos que receberam a
maior e a menor dose de DNA plasmidial durante todo o tratamento. Os autores
verificaram que a concentracdo de IGF-1 aumentou de acordo com a idade dos

animais e o tempo de tratamento, o mesmo fato observado em nosso estudo.
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A administragédo do plasmideo pUC-UBI-hGH (o mesmo utilizado em nosso
trabalho) por outros autores, levou a uma normalizacdo dos niveis de IGF-I,
atingindo niveis proximos aos encontrados em camundongos normais no inicio do
tratamento. Niveis muito baixos foram encontrados nos camundongos nao
tratados ou tratados com um plasmideo controle (Dagnaes-Hansen e col, 2002;
Sondergaard e col., 2003; Khamaisi e col., 2007).

Entre as propostas futuras para complementar este trabalho, esta a
otimizacdo de uma nova via de administracdo para o DNA plasmidial, visando
diminuir os inconvenientes da administracdo no musculo quadriceps direito, e a
realizacdo de um tratamento terapéutico completo, que possa levar a total
correcdo do nanismo dos camundongos lit/scid tratados com DNA plasmidial, com
uma comparacao simultdnea com o tratamento convencional, mediante injecdes
diarias de r-hGH.

A administracdo do plasmideo pUC-UBI-hGH, juntamente com
eletroporacdo, proposta no presente trabalho como alternativa ao tratamento
padrdo da DGH, possui portanto, um potencial de correcdo dos defeitos
fenotipicos, com obtencdo de parametros de crescimento préximos aos obtidos
para o grupo tratado com o r-hGH, além de evitar os inconvenientes da terapia
convencional, jA mencionados anteriormente, como 0s altos custos dos processos
de producéo, purificacdo e controle, além das repetitivas injecdes do horménio

recombinante.
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6. CONCLUSOES

v A administracdo de uma dose Unica de 50 pg do plasmideo pUC-
UBI-hGH, seguida de eletroporacdo, apresentou um crescimento superior para a
maioria dos 6rgéaos e tecidos avaliados apos 50 dias de tratamento em relacdo ao
grupo controle. O musculo quadriceps direito, onde € injetado o DNA plasmidial,
apresentou um aumento de peso de 48%, enquanto no quadriceps esquerdo esse
aumento foi de 31%. Este fato indica uma somatoria dos efeitos locais (autdcrinos
| paracrinos) e sistémicos (endocrinos) derivados da injecdo do plasmideo

contendo o gene do hGH e sua consequente expressao e secrec¢ao.

v Ao comparar o crescimento maximo obtido apds o tratamento com
DNA plasmidial em camundongos lit/scid, em relacdo ao crescimento maximo
possivel dos camundongos Scid, as porcentagens foram superiores a 20% para o
baco, nos musculos quadriceps direito e esquerdo, figado, comprimento total do

COrpo e peso corporeo.

v No experimento de comparacgao entre o grupo tratado com o DNA
plasmidial e as injecdes diarias de r-hGH durante 28 dias, apesar da diferenga da
variacdo de peso corpéreo ter sido significativamente superior para 0 grupo
tratado com a proteina recombinante no final do experimento, a inclinacdo das
curvas entre os dois grupos tratados néo apresentaram diferencgas significativas,

assim como o comprimento da cauda e do total do corpo.

v A dosagem de glicose no plasma dos camundongos lit/scid
tratados com DNA plasmidial, ao final dos experimentos, ndo apresentou
diferencas significativas quando comparada as taxas dos grupos controle e
tratado com r-hGH, ou dos camundongos Scid sem tratamento, apesar de terem
sido observados niveis mais elevados para o grupo tratado com o DNA plasmidial
em relacdo aos outros grupos, foi observada uma alta variabilidade de resposta

entre 0os animais.
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v" As concentragdes plasmaticas de mIGF-I do grupo tratado com o
plasmideo pUC-UBI-hGH, foi superior as do grupo tratado com r-hGH ap6s 7 e 28
dias de tratamento,.e as diferencas nas concentracdes dos grupos tratados com
DNA plasmidial ou com r-hGH foram sempre significativamente maiores quando
comparadas ao grupo controle. Os niveis de mIGF-I sempre mais elevados no
grupo tratado com DNA plasmidial em relacdo ao grupos tratado com r-hGH € um
fato que merece maiores estudos, devido a liberacdo desta proteina estar

relacionada as concentracdes de GH circulante.
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